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Résumé 
 
Des altérations de fonctions physiologiques du réticulum endoplasmique (RE) 
induisent un processus appelé stress RE. Dans le domaine cardiovasculaire, plusieurs travaux 
ont montré que le stress RE contribue au développement de la majorité des pathologies 
cardiaques. En réponse au stress RE, la réponse UPR (Unfolded Protein Response) est activée 
afin de restaurer l’homéostasie du RE et de permettre la survie de la cellule. Néanmoins, dans 
le cas d’un stress RE excessif ou prolongé, les altérations ne pouvant plus être compensées, la 
cellule est éliminée par apoptose contribuant au développement de la pathologie cardiaque. 
Une thérapie prometteuse pour lutter contre ce type de pathologie consisterait donc à moduler 
la réponse au stress RE afin d’inhiber l’apoptose des cardiomyocytes. Au cours de ma thèse, 
je me suis intéressé aux modifications induites en réponse au stress RE dans le cœur et au rôle 
de la sirtuine 1 (SIRT1) dans la modulation de cette réponse. SIRT1 est une déacétylase 
activée par différents stress cardiaques et connue pour favoriser la survie cellulaire. D’une 
part, j’ai mis en évidence que le stress RE induit une modification importante de l’architecture 
des cardiomyocytes et en particulier une augmentation des contacts RE/mitochondries 
associée à une altération de la fonction mitochondriale. D’autre part, en utilisant une lignée 
cellulaire (H9c2), des cardiomyocytes de rat adulte et des souris invalidées pour SIRT1, j’ai 
démontré in vitro et in vivo (i) que SIRT1 est activée et joue un rôle cardioprotecteur en 
réponse au stress RE, (ii) que SIRT1 limite la réponse UPR en régulant spécifiquement la voie 
PERK, et (iii) que SIRT1 régule la voie PERK en déacétylant le facteur d’initiation de la 
traduction, eIF2 sur deux résidus lysine. Ces résultats montrent donc pour la première fois 
que SIRT1 est impliquée dans la régulation de la réponse apoptotique au stress RE des 
cardiomyocytes et suggèrent que cette déacétylase serait une cible thérapeutique intéressante 




 Impairment of physiological functions of the endoplasmic reticulum (ER) induces the 
so-called ER stress. ER stress has been implicated in many cardiovascular diseases including 
ischemic heart, hypertrophy and heart failure. To overcome the deleterious effect of ER stress, 
an evolutionarily conserved adaptive response known as Unfolded Protein Response (UPR) is 
activated in order to restore ER homeostasis and promote cell survival. Nevertheless, in the 
case of prolonged or severe ER stress, apoptotic cell death is ultimately activated to eliminate 
stressed cells, thus contributing to the development of the pathology. The modulation of ER 
stress response, in order to reduce cardiomyocyte apoptosis, thus appears as a promising 
therapeutic strategy for such pathologies. During my Ph.D thesis, I studied the modification 
that occur during ER stress response in the heart and the role of the sirtuine 1 (SIRT1) in the 
modulation of this response. SIRT1 is a deacetylase activated in response to many cardiac 
stresses to promote cell survival. First, we showed that ER stress induces important structural 
modifications of cardiomyocytes and in particular an increase in contact sites between ER and 
mitochondria associated with an alteration of the mitochondrial function. Secondly, using a 
cell line (H9c2), freshly isolated adult rat ventricular cardiomyocytes and SIRT1-KO mice, 
we demonstrated in vitro and in vivo (i) that SIRT1 is activated and plays a cardioprotective 
role in ER stress response, (ii) that SIRT1 attenuates the UPR by specifically regulating the 
PERK pathway, and (iii) that SIRT1 modulates PERK axis by deacetylating the translation 
initiation factor, eIF2on two lysine residues. Collectively, our results provide the first 
evidence that SIRT1 modulates ER stress-induced apoptosis in the heart and suggest that this 
deacetylase may represent a therapeutic target to prevent apoptosis in cardiac pathologies 
associated to ER stress. 
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Liste des abréviations 
 
 
AIF Apoptosis Inducing Factor 
ANT Adenine Nucleotide Translocase 
Apaf-1 Apoptosis protease-activating factor-1 
ATF6 Activating Transcription Factor 6 
Bcl-2 B cell lymphoma-2 
BH Bcl-2 Homology 
CARD Caspase Recruitment Domain 
CED Caenorhabditis elegans death gene 
CHOP/GADD153 C/EBP Homologous Protein / Growth Arrest and DNA Damage 
inducible 153 
Drp1 Dynamin related protein 1 
ΔΨm potentiel transmembranaire mitochondrial 
EAO Espèces Activées de l’Oxygène  
eIF2α eukaryotic initiation Factor 2 
EndoG Endonuclease G 
EOR ER-Overload Response 
ERAD ER-Associated Degradation 
ERSE ER Stress Response Element 
Fis1 Fission protein 1 
FLIP FLICE-like Inhibitory Protein 
Grp78/BiP Glucose Related Protein 78 / Binding immunoglobulin Protein 
HtrA2/Omi High temperature requirement protein A2/ Omi stress-regulated 
endoprotease 
IP3 Inositol-1,4,5-triphosphate 
IP3R Inositol-1,4,5-trisphosphate receptor 
IAP Inhibitor of Apoptosis 
IP Iodure de Propidium 
IRE1 Inositol-Requiring Enzyme 1 
JNK c-Jun N-terminal protein Kinase 
Mfn2 Mitofusine 2 
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MMP mitochondrial membrane permeabilization 
MPT mitochondrial permeability transition 
mi-CK mitochondrial Creatine Kinase  
PARP Poly(ADP-Ribose)Polymerase 
PERK PKR-like ER protein Kinase 
PMM Perméabilisation des Membranes Mitochondriales 
PTP Pore de Transition de Permabilité 
RE Réticulum Endoplasmique 
RS Réticulum Sarcoplasmique 
SERCA Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Ca2+ ATPase 
Smac/DIABLO Second mitochondria-derived activator of caspases / Direct IAP-Binding 
protein with Low pI 




TRAF2 TNF Receptor-Associated Factor 2 
UPR Unfolded Protein Response 
VDAC Voltage-Dependent Anion Channel 
XBP1                      X-box Binding Protein 1 
  
































L’insuffisance cardiaque (IC) est la première cause de mortalité dans le monde et deux 
millions de nouveaux cas sont décelés chaque année. D’après un rapport de l’OMS datant de 
2009, les maladies cardiovasculaires sont à l’origine de 17,1 millions  de décès par an dans le 
monde. En 2006, elles représentaient 28% des décès en France dont 23% seraient liés à 
l’insuffisance cardiaque. L’insuffisance cardiaque est un syndrome clinique complexe et 
multifactoriel caractérisé par une incapacité du cœur à maintenir un débit sanguin suffisant 
aux besoins de l’organisme. En dépit d’importants efforts produits par la recherche sur les 
pathologies cardiaques, la mortalité et les couts sociaux économiques liés à ce syndrome 
restent malgré tout élevés. Il apparait donc important de trouver de nouvelles stratégies 
médicamenteuses de l’insuffisance cardiaque plus ciblées, dont l’objectif serait de préserver 
directement la fonction myocardique. Le développement de la pathologie cardiaque, et plus 
particulièrement la transition du stade où des adaptations bénéfiques telle que l’hypertrophie 
permettent le maintient du débit cardiaque, vers un stade où ces adaptations deviennent 
délétères et contribuent aux altérations de la fonction cardiaque est encore mal comprise. De 
nombreuses études sont ainsi menées avec pour objectif de mieux comprendre le 
développement de la pathologie et d’identifier de nouvelles voies de signalisations associées. 
En particulier, les voies de signalisations impliquées dans la réponse au stress du réticulum 
endoplasmique (stress RE) ont récemment fait l’objet d’étude dans le domaine cardiaque et 
représentent un domaine de recherche prometteur. 
Sous le terme stress RE, on regroupe l’ensemble des signaux induisant une altération 
des fonctions de cet organite. En réponse au stress RE, la réponse UPR (Unfolded Protein 
Response) et des mécanismes compensatoires sont déclenchés dans le but de restaurer 
l’homéostasie du RE et de permettre la survie de la cellule. Néanmoins, dans le cas d’un stress 
RE excessif ou prolongé, les altérations ne pouvant plus être compensées, la cellule est 
éliminée par apoptose. Depuis plus de 20 ans, le stress RE et la réponse UPR ont été associés 
à plusieurs pathologies telles que le diabète, l’obésité, les maladies neurodégénératives ou 
encore le cancer (pour revue voir Hetz, Chevet et al. (2013)). Dans le domaine 
cardiovasculaire, même si les études sur le rôle du stress RE sont très récentes (2004), de 
nombreux travaux ont montré que le stress RE contribue au développement de la majorité des 
pathologies cardiaques (pour revue voir (Minamino and Kitakaze 2010)). L’objectif actuel des 
recherches sur le stress RE en physiopathologie cardiaque a pour but non pas d’inhiber le 
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stress RE et la réponse UPR, mais plutôt de les moduler, de manière à conserver les réponses 
adaptatives bénéfiques tout en limitant la survenue de l’apoptose délétère.  
 
Au cours de ma thèse, je me suis intéressé au rôle de la sirtuine 1 (SIRT1), le membre 
fondateur de la famille des sirtuines. La sirtuine 1 est une déacétylase dépendante du NAD+ et 
impliquée dans l’homéostasie énergétique. Cette protéine est devenue la cible de nombreux 
projets de recherche suite à une publication montrant chez la levure que les effets bénéfiques 
de la restriction calorique sur la longévité sont dépendants de Sir2α, l’homologue de SIRT1 
((Lin, Defossez et al. 2000)). Depuis, de nombreuses recherches ont été menées et SIRT1 est 
aujourd’hui considérée comme une protéine de réponse au stress permettant de rétablir 
l’homéostasie cellulaire. 
 
Dans ce contexte, les travaux de recherche que j’ai menés au cours de ma thèse ont eu 
pour but : 
 d’étudier in vivo les modifications associées au stress RE dans le cœur, afin de mieux 
comprendre le rôle du stress RE dans le développement des pathologies cardiaques. 
 d’étudier le rôle de SIRT1 dans la régulation de l’apoptose induite en réponse au stress 
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I. Le cœur, moteur de notre circulation sanguine 
 
 
A. Anatomie et fonction du cœur 
 
Le cœur est un muscle creux séparé en deux, le cœur gauche et le cœur droit, par les 
septums interauriculaires et interventriculaires. Chaque cœur est composé d’une cavité 
supérieure, l’oreillette, et d’une cavité inférieure, le ventricule. Des valves situées entre 
l’oreillette et le ventricule (appelée valve tricuspide pour le cœur droit et valve mitrale pour le 
cœur gauche), ainsi que des valves à la jonction des ventricules et des artères permettent 
d’orienter la circulation du sang dans un sens : des oreillettes vers les ventricules puis des 
ventricules vers les artères. Le cœur peut être considéré comme une pompe qui en se 
contractant va éjecter du sang dans les vaisseaux et ainsi permettre la circulation sanguine. 
Cette organisation bilatérale a comme intérêt de créer deux circulations sanguines séparées. 
La « petite circulation » ou « circulation pulmonaire », du cœur droit vers le cœur gauche en 
passant par les poumons, permet de réoxygéner le sang et de le décharger en dioxyde de 
carbone. La « grande circulation » ou « circulation systémique », du cœur gauche vers le cœur 
droit, va irriguer les différents organes de l’organisme et ainsi leur apporter de l’oxygène et 
des nutriments (figure 1). Afin que cet apport réponde aux besoins des différents organes, la 
fonction contractile doit être adaptée et doit assurer une circulation du sang suffisante. Cette 
fonction cardiaque est assurée par le remplissage des cavités cardiaques au cours de la 
relaxation (diastole) et l’éjection du sang vers la circulation lors de la contraction (systole). 
Lors de la diastole, les valves auriculo-ventriculaires tricuspide et mitrale s’ouvrent tandis que 
les valves sigmoïdes se ferment. Le sang provenant du retour veineux par l’oreillette droite et 
de la circulation pulmonaire par l’oreillette gauche peut alors remplir les ventricules. Lors de 
la systole les valves auriculo-ventriculaires se ferment puis les valves sigmoïdes s’ouvrent, 
permettant l’éjection du sang vers l’appareil circulatoire. 
 Le tissu cardiaque est composé de 20 à 30% de fibroblastes, de quelques cellules 
nerveuses et vasculaires, mais surtout de 70% de cardiomyocytes, des cellules musculaires 
particulières et très spécialisées, qui de par leur activité mécanique, vont permettre la 
contraction du muscle cardiaque. 
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Figure 1 : Anatomie cardiaque et schématisation de la circulation sanguine 
La pompe cardiaque est divisée en deux parties distinctes : un cœur droit et un cœur gauche. 
Le cœur droit assure la circulation pulmonaire alors que le cœur gauche est responsable de 
la circulation systémique. 
 
B. Le cardiomyocyte, une cellule musculaire particulière 
 
Le cardiomyocyte est une cellule musculaire striée qui se différencie des cellules 
musculaires squelettiques en de nombreux points. Les cellules musculaires squelettiques sont 
des cellules polynucléées pouvant atteindre plusieurs centimètres de long. La taille des 
cellules musculaires cardiaques est beaucoup plus petite puisqu’elle est d’environ 15µM de 
diamètre pour 60µM de longueur ((Braunwald 1971)). Ces cellules sont généralement 
uninucléées, bien qu’il soit fréquent de rencontrer des cardiomyocytes binucléés chez les 
rongeurs ((Leu, Ehler et al. 2001)). L'unité mécanique est obtenue par l’attachement des 
cellules disposées selon l'axe longitudinal par l'intermédiaire de disques intercalaires visibles 
en microscopie électronique sous forme de stries scalariformes (pour revue voir (Forbes and 
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l’intermédiaire de jonctions communicantes (Alcolea, Theveniau-Ruissy et al. 1999). Les 
cardiomyocytes présentent également de très nombreuses invaginations du sarcolemme, 
appelées tubules T qui vont jouer un rôle important dans le déclenchement de la contraction. 
Le réticulum sarcoplasmique (RS), très développé dans les cellules musculaires squelettiques, 
l’est beaucoup moins dans les cellules cardiaques. Enfin, le réseau mitochondrial, situé a 
proximité des protéines contractiles, est très développé et représente à lui seul 30% du volume 
d’un cardiomyocyte.   
 
C. La contraction du cardiomyocyte 
 
1. Spécificité du déclenchement de la contraction du cardiomyocyte 
 
 Le cardiomyocyte, à la différence des cellules musculaires squelettiques, ne nécessite 
pas de commande nerveuse pour se contracter. En effet, au cours du développement, les 
premières contractions du cœur précédent son innervation par les systèmes nerveux 
orthosympathiques et parasympathiques (Smith 1970). Cet automatisme cardiaque a comme 
origine le nœud sinusal qui va induire des inversions transitoires de la polarisation 
membranaire et ainsi engendrer la contraction (pour revue, voir (Chen, Joung et al. 2010)). 
Ces potentiels d’action spontanés sont véhiculés le long du tissu nodal et se propagent à 
l’ensemble des cardiomyocytes. La propagation de ce signal électrique conduit au niveau du 
cardiomyocyte à un influx sodique, entraînant la dépolarisation rapide de la membrane 
plasmique. Cette dépolarisation induit l’ouverture de canaux calciques de type L (récepteurs à 
la dihydropyridine) qui permet l’entrée d’ions calciques dans le cytosol au niveau des diades 
formées par les tubules T et le RS. La fixation de ce calcium sur les récepteurs à la ryanodine 
(RyR) du RS, conduit à la libération rapide et massive du calcium contenu dans le RS (figure 
2). Ce phénomène appelé « Calcium-Induced Calcium Release » (CICR) (Bers 2002) permet 
la mise en action de la machinerie contractile du cardiomyocyte. La conduction de la 
dépolarisation dans les parties les plus profondes de la cellule est assurée par les tubules T. 
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Figure 2 : Couplage excitation-contraction (Bers 2002) 
Les potentiels d’action émis par l’oreillette droite induisent un influx sodique conduisant à la 
dépolarisation de la membrane des cardiomyocytes. Cette dépolarisation provoque 
l’ouverture des canaux calciques de type L et l’entrée de calcium au niveau des diades. Le 
calcium se fixe alors sur le récepteur à la ryanodine (RyR) provoquant ainsi la libération 
massive de calcium dans le cytosol et la mise en action de la machinerie contractile. 
 
2. Les sarcomères 
 
Le rôle du cardiomyocyte étant de se contracter, celui-ci est très largement équipé en 
matériel contractile. Les acteurs de la contraction du cardiomyocyte représentent ainsi 60% du 
volume cellulaire. Cette importance de la machinerie contractile est très visible sur des images 
de microscopie électronique ou l’on peut observer un nombre important de stries transversales 
formées par les unités fonctionnelles de la cellule musculaire : le sarcomère (figure 3). 
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Figure 3 : Ultrastructure du cardiomyocyte, sarcomère et myofilaments. 
(A) Cliché de coupe de cœur de souris obtenues par microscopie électronique et vue agrandie 
d’un sarcomère. (B) Représentation schématique de la composition des sarcomères. Adapté 
d’après Open stax CNX, Rice University (http://cnx.org/content/m46476/latest) 
 
Le sarcomère est composé de myofilaments épais et de myofilaments fins. Les 
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diverses protéines liées à la myosine. Chaque molécule de myosine est composée d’une 
chaine lourde (MHC pour Myosin Heavy Chain), constituée d’une queue C-terminale et d’une 
tête globulaire N-terminale reliées par un domaine cervical déformable, et de deux chaines 
légères (MLC pour Myosin Light Chain) combinées à la tête globulaire. Les têtes globulaires 
possèdent un site de fixation aux myofilaments fins et sont pourvues d’une activité 
ATPasique, l’hydrolyse de l’ATP entrainant un mouvement de la tête de myosine. Les 
myofilaments fins sont composées en majorité de monomères d’actine qui s’associent pour 
former un brin filamenteux en double hélice, de dimères de tropomyosine qui entourent 
l’actine et contrôlent l’interaction actine/myosine et de troponine qui va constituer la partie 
régulatrice des myofilaments fins.  
La bande A (pour anisotropique) est délimitée par les myofilaments épais et 
correspond à la partie sombre du sarcomère alors que la bande I (pour isotropique) apparait en 
clair et n’est constituée que de myofilaments fins. Le raccourcissement du sarcomère, et par 
conséquent du cardiomyocyte, est caractérisée par le glissement des myofilaments épais par 
rapport aux myofilaments fins au sein de l’unité contractile (Huxley 1957). 
 
3. Contraction et consommation énergétique du cardiomyocyte 
 
 Le glissement des myofilaments les uns par rapport aux autres nécessite l’attachement 
des têtes globulaires de myosine à l’actine (Pour revue voir (Mannherz and Goody 1976)). Le 
calcium libéré par le RS lors du phénomène de CICR se fixe sur la troponine C, ce qui induit 
un changement de conformation du complexe troponine-tropomyosine et un décalage de la 
troponine I qui démasque alors le site de fixation de l’actine à la myosine. L’interaction 
actomyosines des myofilaments combinée au mouvement spécifique de la tête de myosine 
entraine le raccourcissement des sarcomères et la contraction cardiaque. L’hydrolyse de 
l’ATP au niveau de la tête myosine, qui permet ce changement de conformation et cette 
transformation de l’énergie chimique en énergie mécanique, constitue la principale source de 
consommation énergétique du cardiomyocyte.  
Pour que l’enchainement rapide des cycles de contraction/relaxation des 
cardiomyocytes soit efficace, la concentration de calcium au niveau des protéines contractiles 
doit être finement régulée. Le RS, responsable de la libération de calcium conduisant à la 
contraction, est également responsable de la recapture du calcium, permettant la relaxation. 
Cette recapture du calcium est assurée par la protéine SERCA qui pompe le calcium contenu 
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dans le cytoplasme, vers la lumière du RS. Pour pomper deux ions calciques, cette ATPase 
consomme une molécule d’ATP, ce qui en fait la deuxième source de dépense énergétique du 
cardiomyocyte. 
Bien que les activités de la myosine ATPase et de SERCA soient les deux principaux 
sites consommateurs d’énergie du cardiomyocyte, d’autres protéines utilisent de l’ATP. Par 
exemple, l’ATPase Na+/K+ ou encore l’ATPase Ca2+, qui sont situés au niveau du sarcolemme 
et qui jouent un rôle important dans le maintien du potentiel de membrane et l’homéostasie de 
la cellule cardiaque, consomment une quantité non négligeable d’ATP.  
Le maintien de l’homéostasie de la cellule cardiaque, nécessaire à son bon 
fonctionnement et surtout son activité contractile font donc du cœur un organe très 
consommateur d’ATP. Chaque jour, le cœur se contracte 100 000 fois et pompe 
approximativement 10 tonnes de sang à travers l’organisme. Pour assurer une fonction 
myocardique suffisante, le cœur consomme environ 1mM d’ATP par seconde. Le 
cardiomyocyte ne disposant que de faibles réserves en ATP (8mM (Sztark, Payen et al. 
1999)), la synthèse énergétique pour maintenir une concentration suffisante d’ATP est très 
importante afin de garantir une contraction efficace du muscle myocardique. Les systèmes de 
production énergétique très développés permettent au cœur de régénérer 6kg d’ATP en 
moyenne par jour.  
 
II. La bioénergétique du cardiomyocyte 
 
 
A. Les substrats énergétiques du cardiomyocyte 
 
Le cœur est capable d’utiliser toutes les classes de substrats énergétiques tels que les 
carbohydrates, les lipides, les acides aminés et les corps cétoniques pour produire de l’ATP. Il 
est depuis longtemps admis que les acides gras représentent la source prédominante de 
substrats pour la production d’ATP dans le cœur. Toutefois, le métabolisme cardiaque est très 
flexible et adapte le type de substrats consommés en fonction de leur abondance respective 
(Taegtmeyer, Golfman et al. 2004). Par exemple, lors d’un exercice physique, l’augmentation 
de la lactatémie induite par l’activation des muscles squelettiques provoque l’utilisation du 
lactate de manière prédominante par le cœur. Par ailleurs, l’augmentation de la concentration 
sanguine en corps cétoniques provoqués par un jeun prolongé induit une augmentation de 
l’utilisation de ce type de substrat. Cette flexibilité métabolique est indispensable pour 
maintenir une production d’ATP adéquate dans des situations physiologiques variées. Le 
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muscle cardiaque est un organe très oxydatif puisque sa production d’énergie dépend à 95% 
du métabolisme oxydatif. Ainsi, le cœur, qui ne représente que 0.4% de la masse corporelle 
d’un individu, est responsable de 11% de la consommation totale d’oxygène (Ventura-
Clapier, Garnier et al. 2011). Bien qu’il y ait une production d’ATP dans le cytosol, 
notamment lors de la glycolyse anaérobie permettant la transformation du glucose en pyruvate 
(2 molécules d’ATP produites pour une molécule de glucose consommée), l’essentiel de la 
production énergétique a lieu dans la mitochondrie (36 molécules d’ATP produites pour une 
molécule de glucose consommée). Ces organites qui jouent un rôle fondamental dans le 
maintien de l’homéostasie représentent environ 30% du volume cellulaire du cardiomyocyte 
(Schaper, Meiser et al. 1985). 
 
B. La mitochondrie 
 
1. Origine et structure des mitochondries 
 
Selon la théorie endosymbiotique (Gray, Burger et al. 2001), la mitochondrie est issue 
de l’intégration d’un endosymbiote procaryote par une cellule eucaryote, il y a 1,5-2 milliards 
d’années lorsque l’atmosphère terrestre s’est enrichi en oxygène. La mitochondrie dispose de 
son propre matériel génétique et contient 37 gènes dont 13 codent pour les sous unité des 
complexes I, III, IV et V de la chaine respiratoire (pour revue voir (Calvo and Mootha 2010)). 
Cependant, la mitochondrie n’est pas autonome et le génome nucléaire porte l’information de 
la majorité des protéines mitochondriales qui sont importées dans la mitochondrie par les 
complexes de translocation TIM/TOM (pour revue voir (Voos, Martin et al. 1999)). Les 
mitochondries sont constituées d’une membrane externe et d’une membrane interne, 
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Figure 4 : Représentation schématique d’une mitochondrie 
 
La membrane interne contient entre autres, les différents complexes de la chaine 
respiratoire et l’ATP synthase responsables de la phosphorylation oxydative. La composition 
de cette membrane lui confère une très faible perméabilité ce qui implique la présence de 
nombreux transporteurs pour les échanges ioniques et de métabolites. Parmi ces transporteurs, 
nous pouvons citer la navette malate-asparatate permettant l’entrée du NADH cytoplasmique 
dans la mitochondrie et le système des carnitine palmitoyltransférases I et II (CPT-I et CPT-
II) respectivement associés à la membrane externe et interne, permettant l’entrée des acides 
gras à chaines longues dans la mitochondrie (Bonnefont, Djouadi et al. 2004). La membrane 
interne est ponctuée de nombreuses crêtes dans lesquelles sont enchâssés de manière 
préférentielle les complexes de la chaine respiratoire. Dans certaines régions, les deux 
membranes sont en contact, ce qui permet la mise en place de structures telles que les 
complexes TIM/TOM ou CPTI/CPTII. Ces points de contact permettraient également la 
formation du pore de transition de perméabilité (PTP), un complexe multi-protéique dont 
l’ouverture induit le gonflement puis la rupture de la membrane externe mitochondriale. Cette 
rupture entraine la libération de facteur pro-apoptotiques dans le cytoplasme tels qu’AIF et le 
cytochrome C et le déclenchement de l’apoptose (pour revue, voir (Javadov and Karmazyn 
2007)).  
Les mitochondries possèdent une certaine plasticité qui leur permet d’acquérir des 
formes diverses en fonction du type cellulaire (Kuznetsov and Margreiter 2009). Il est 
communément décrit dans la littérature que ces organites ont une dimension moyenne de 0,5-
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Cependant, dans une cellule, les mitochondries sont plutôt présentes sous la forme d’un 
réseau dynamique capable d’évoluer et de s’adapter à différentes situations physiologiques 
(Hom and Sheu 2009, Liesa, Palacin et al. 2009, Soubannier and McBride 2009, Jazbutyte 
2010, Ong and Hausenloy 2010). L’étendue et les connexions de ce réseau sont modulées 
grâce à la motilité des mitochondries et à des phénomènes de fusions et fissions 
mitochondriales. On parle alors de dynamique mitochondriale.  
2. La dynamique mitochondriale 
 
De manière générale, les réseaux mitochondriaux sont fortement interconnectés dans 
les cellules métaboliquement actives (Skulachev 2001), alors que des  mitochondries 
fragmentées sont plutôt retrouvées dans les cellules quiescentes (Collins, Berridge et al. 
2002).  Toutefois, cette relation entre état du réseau et production d’énergie n’existe pas dans 
le muscle cardiaque, les cardiomyocytes, métaboliquement très actifs, présentant un réseau 
mitochondrial fragmenté (Kuznetsov and Margreiter 2009). Les mécanismes de fusion et 
fission mitochondriales sont régulés par des protéines qui favorisent la fusion comme OPA1, 
MFN1 et 2 (voir (Piquereau, Caffin et al. 2012, Caffin, Prola et al. 2013)) et d’autres qui 
favorisent au contraire la fission des mitochondries, telles que FIS1 ou DRP1 (pour revue, 
voir (Chan 2006, Liesa, Palacin et al. 2009)) (figure 5). L’étude des protéines de la 
dynamique mitochondriale a permis de démontrer que ce processus est impliqué dans la 
maintenance de la fonction mitochondriale par des mécanismes de restauration de 
mitochondries endommagées en fusionnant avec une mitochondrie intacte ou d’élimination 
des parties endommagées d’une mitochondrie par fission des structures altérées puis leur 
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Figure 5 : Dynamique mitochondriale : mécanismes de fusion et de fission (d’après 
(Frohman 2010)). (A) Drp1 est recrutée à la membrane mitochondriale et régule le 
processus de fission. (B) Les mitofusines 1 et 2 régulent la fusion des membranes externes des 
mitochondries. OPA1 régule la fusion des membranes internes des mitochondries. MFN2 est 
également présent à la membrane du RE et favorise les échanges calciques entre les deux 
organites. 
 
La dynamique mitochondriale serait également impliquée dans les phénomènes de 
prolifération (cellules de muscle lisse vasculaire, (Liesa, Palacin et al. 2009)), de mort 
cellulaire programmée (Martinou and Youle 2006, Sheridan, Delivani et al. 2008) et de 
biogénèse mitochondriale (Ventura-Clapier, Garnier et al. 2008). Les mitochondries ne 
pouvant pas être produites de novo, la biogénèse mitochondriale peut-être définie comme la 
croissance puis la division de mitochondries préexistantes. 
 
3. La biogénèse mitochondriale 
 
La biogénèse mitochondriale correspond au processus de formation des mitochondries 
et permet d’adapter les capacités de production énergétique aux besoins métaboliques de la 
cellule. La biogénèse mitochondriale nécessite une coordination fine entre la synthèse, 
l’importation et l’assemblage de protéines codées par le génome mitochondrial et par le 
génome nucléaire. Le génome mitochondrial contient 37 gènes codant 13 sous unités des 
complexes I, III, IV, et V, 22 ARN de transfert et 2 ARN ribosomaux nécessaires pour la 
traduction. Le génome nucléaire code quant à lui environ 2000 protéines mitochondriales. La 
transcription de l’ADN mitochondrial est régulée par des facteurs nucléaires qui jouent ainsi 
Fission Fusion A B 
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un rôle clé dans la biogénèse mitochondriale. Par exemple, NRF1 et NRF2 vont se lier à des 
promoteurs du génome nucléaire et ainsi activer la transcription de gènes codant des facteurs 
régulant l’expression de gènes mitochondriaux (notamment le facteur de transcription Tfam et 
la polymérase mitochondriale POLRMT). NRF1 et NRF2 régulent également l’expression de 
protéines des complexes de la chaine respiratoire (Virbasius and Scarpulla 1994). Par ailleurs, 
ERRα contrôle entre autre l’expression de translocases permettant la translocation des 
protéines codées par le génome nucléaire à travers la membrane interne mitochondriale et est 
associé à l’induction de la biogénèse mitochondriale (Mootha, Handschin et al. 2004). Ainsi, 
la biogénèse mitochondriale nécessite l’activation coordonnée d’un réseau complexe de 
facteurs de transcription. De manière intéressante, la plupart des gènes régulant la biogénèse 
mitochondriale sont régulés par des co-activateurs transcriptionnels, les facteurs PGC-1α et 
PGC-1β, considérés comme les chefs d’orchestre de la biogénèse mitochondriale. L’activation 
de PGC-1α stimule ainsi la biogénèse mitochondriale et induit une augmentation de la 
fonction oxydative mitochondriale (Lehman, Barger et al. 2000). De plus, dans des situations 
physiologiques ou la biogénèse mitochondriale est activée comme lors d’un exercice 
physique, la restriction calorique ou l’exposition au froid, l’expression de PGC-1α est 
augmentée (Puigserver, Wu et al. 1998, Akimoto, Pohnert et al. 2005, Nisoli, Tonello et al. 
2005). A l’inverse, dans une situation pathologique, telle que l’insuffisance cardiaque, 
l’expression de PGC-1α  est diminuée, la biogénèse mitochondriale est perturbée et la 
fonction mitochondriale est altérée (Garnier, Fortin et al. 2003, Zoll, Monassier et al. 2006, 
Garnier, Zoll et al. 2009). L’activité de PGC-1α est également régulée de manière post-
traductionnelle et peut être activée par phosphorylation (notamment par l’AMPK, (Jager, 
Handschin et al. 2007)), méthylation (par PRMT1, (Teyssier, Ma et al. 2005)) ou 
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4. La phosphorylation oxydative 
 
La phosphorylation oxydative permet la dégradation complète des substrats 
énergétiques et notamment des deux principaux utilisés par le cardiomyocyte : le glucose et 
les acides gras. La glycolyse anaérobie qui a lieu dans le cytoplasme, aboutit à la production 
de pyruvate selon la réaction : 
 
Glucose + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD+ → 2 Pyruvate + 2 ATP + 2 NADH 
 
En mode anaérobie, la glycolyse est dite incomplète et le pyruvate est transformé en lactate 
par la lactate déshydrogénase (LDH) selon la réaction : 
 
Pyruvate + NADH + H+ ↔ Lactate + NAD+ 
 
Pour son oxydation complète, le pyruvate est importé dans la mitochondrie et subit une 
décarboxylation par la pyruvate deshydrogénase, ce qui aboutit à la formation d’acétyl-
coenzyme A.  
Les acides gras sont dans un premier temps transformés en acyl-coA par l’acyl-coA 
synthétase dans le cytoplasme selon la réaction : 
 
Acide gras + ATP + CoA-SH → acyl-CoA + AMP + PPi 
 
Les acyl-CoA produits sont importés dans la mitochondrie où ils vont être dégradés lors de 
plusieurs cycles successifs de β-oxydation en acétyl-coenzyme A. Chaque cycle de β-
oxydation retire deux carbones à l’acyl-coA et permet la production d’une molécule d’acétyl-
coA et des équivalents réduits NADH et FADH2. L’acétyl-CoA est la molécule de 
convergence des deux voies métaboliques et va être dégradée par une série de réactions 
appelées cycle de Krebs ou cycle des acides tricarboxyliques (figure 6).  
Chapitre I : Fonction contractile et énergétique cardiaque 
Introduction   34   
 
Figure 6 : Métabolisme et cycle de Krebs 
Les acides gras sont transformés en acyl-CoA par l’acyl-CoA synthase. Cette molécule 
pénètre dans la mitochondrie où elle est dégradée lors de la β-oxydation en acétyl-CoA,  qui 
permet la production de FADH2 et de NADH. Les substrats de type glycolytique sont 
dégradés lors de la glycolyse en pyruvate, par une série de réactions associées à la 
production d’ATP. Le pyruvate pénètre dans la mitochondrie puis est transformé en acétyl-
CoA au cours d’une réaction catalysée par la pyruvate déshydrogénase qui produit du 
NADH. L’acétyl-CoA entre alors dans le cycle de Krebs et va permettre la production d’une 
molécule de GTP, de 3 NADH et de 1 FADH2. 
 
La dégradation de l’acétyl-CoA est associée à la production de quatre équivalents 
réduits (3 NADH et 1 FADH2) qui vont être oxydés par la chaine respiratoire (par le 
complexe I ou NADH-déshydrogénase pour le NADH et par le complexe II ou succinate-
ubiquinone oxydoréductase pour le FADH2). Ces oxydations vont permettre le transfert 
d’électrons au sein des différents complexes de la chaine respiratoire, de l’ubiquinone et du 
cytochrome C. On parle ainsi de réactions couplées d’oxydoréduction. Les électrons ont deux 
points d’entrée dans la chaine respiratoire, par le complexe I ou par le complexe II et sont 
transférés au cours de réactions successives d’oxydoréductions à travers les différents 
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complexes dans l’ordre I→Q→III→Cyt C→IV ou II→Q→III→Cyt C→IV. Le complexe IV 
termine le transfert d’électrons par la réduction de l’O2 (accepteur final des électrons) en eau 
suivant la réaction 2H+ + O2 + 2
e- → 2 H2O. Ces réactions d’oxydoréductions sont couplées à 
des translocations de H+ au niveau des complexes I, III et IV de la matrice vers l’espace 
intermembranaire. Les membranes mitochondriales étant imperméables aux ions H+, ces 
translocations vont générer une force protomotrice et une différence de potentiel de 
membrane ΔΨm = -220 mV. Les protons retournent ensuite dans la matrice en traversant le 
canal de l’ATP-synthase (ou complexe V), libérant une force utilisée pour phosphoryler 
l’ADP et ainsi produire de l’ATP : ADP + Pi → ATP (figure 7). 
 
 
Figure 7 : Chaine respiratoire mitochondriale 
L’oxydation des équivalents réduits permet l’accumulation d’ions H+ dans l’espace 
intermembranaire. Ce gradient de proton crée une force dite « protomotrice » qui est utilisée 
pour faire fonctionner l’ATP snythase et synthétiser de l’ATP (Life: the science of biology, 
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5. Les systèmes de transferts énergétiques 
 
La consommation importante d’ATP par le cardiomyocyte implique une synthèse 
d’ATP adéquate, mais aussi un transfert rapide de l’énergie produite par les mitochondries 
vers les sites d’utilisations (protéines contractiles, SERCA...). La diffusion simple de ces 
molécules ne permet pas de répondre aux exigences énergétiques du cardiomyocyte. Il existe 
donc des systèmes de communications entre les sites de production et d’utilisation, par 
l’intermédiaire de protéines kinases (Saks, Khuchua et al. 1994, Ventura-Clapier, Veksler et 
al. 1994) ou par une canalisation directe à l’interface des mitochondries et des ATPases 
(Kaasik, Kuum et al. 2010).  
a. La canalisation directe 
L’architecture du cardiomyocyte et en particulier l’agencement spécifique des 
mitochondries, du RS et des myofilaments permet un transfert libre des nucléotides entre les 
mitochondries et les ATPases. L’existence de micro-domaines énergétiques permet, par ce 
mécanisme qualifié de canalisation directe, le maintien d’un rapport ATP/ADP élevé à 
proximité des ATPases, de manière à favoriser leur fonctionnement et d’un rapport ATP/ADP 
faible au niveau des mitochondries, afin de stimuler la phosphorylation oxydative de l’ADP 
en ATP (Kaasik, Veksler et al. 2001).  
b. La navette des créatines kinases 
La créatine kinase (CK) catalyse le transfert d’une liaison phosphate riche en énergie 
de l’ATP vers la créatine (Cr) :         ATP + Cr ↔ ADP + PCr 
La phospho-créatine (PCr) ainsi produite n’est le substrat d’aucune autre enzyme et le 
groupement phosphate récupéré lors de cette réaction ne peut être transféré que sur l’ADP 
pour produire de l’ATP, on parle ainsi de « réaction cul de sac ». Bessman & Fonyo en 1966 
ont cependant mit en évidence un rôle fonctionnel de cette enzyme en montrant que la 
créatine stimule la respiration de mitochondries isolées (Bessman and Fonyo 1966). Depuis, 
de nombreuses études ont permis de caractériser cette enzyme, dont il existe plusieurs 
isoenzymes (4 majoritaires dans le cardiomyocyte) ayant des propriétés cinétiques similaires 
mais des localisations intracellulaires spécifiques (pour revue, voir (Wallimann, Dolder et al. 
1998)). Cette compartimentation particulière des isoformes favorisant la production de PCr au 
niveau des mitochondries et la production d’ATP au niveau des ATPases, permet un transfert 
énergétique des sites de production vers les sites de consommation. La liaison riche en 
énergie de la PCr produite par l’isoforme mitochondriale (la Mi-CK), est transférée grâce au 
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CK cytosoliques jusqu’à la MM-CK (l’isoforme cytosolique liée au sarcomère) à proximité 
des ATPases. Cette isoenzyme peut alors phosphoryler l’ADP produit localement pour 
produire de l’ATP et ainsi conserver un fonctionnement correct des ATPases. Ce système agit 
également comme un rétrocontrôle de la fonction mitochondriale, en favorisant un rapport 
ATP/ADP faible à proximité de la mitochondrie, de manière à stimuler la phosphorylation 




Figure 8 : Schéma du système des transferts énergétiques des créatines kinases 
Les créatines kinases assurent le transfert d’une liaison phosphate des sites producteurs (les 
mitochondries) jusqu’aux sites consommateurs (dans ce schéma les myofilaments). Cette 
navette permet également d’augmenter la disponibilité en ADP au niveau mitochondrial et 
stimuler ainsi la synthèse énergétique. D’après (Hudsmith and Neubauer 2008). 
 
Ce système des transferts énergétiques joue un rôle primordial dans la bioénergétique 
du cardiomyocyte et permet ainsi une fonction cardiaque en adéquation avec les besoins de 
l’organisme. Toutefois, une suppression de l’activité de la CK n’induit pas de dysfonction 
cardiaque importante (pour revue voir (Veksler, Kuznetsov et al. 1995, Ventura-Clapier, 
Kuznetsov et al. 1995)) ce qui suggère l’existence d’autres systèmes de transferts 
énergétiques. Enfin, il est intéressant de noter que la PCr produite n’est pas seulement 
impliquée dans ce mécanisme de transfert énergétique mais constitue également une réserve 
énergétique, faible, mais rapidement mobilisable en cas de fluctuations énergétiques 
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c. La navette des adénylate kinases 
L’adénylate kinase catalyse le transfert de liaison phosphate riche en énergie entre 
l’ADP et l’ATP selon la réaction suivante :         2 ADP ↔ ATP + AMP 
Trois différentes isoformes de cette enzyme sont retrouvées dans le myocarde et sont 
caractérisées par des localisations intracellulaires différentes. L’AK1 est localisée dans le 
cytoplasme, l’AK2 dans l’espace intermembranaire mitochondrial et enfin l’AK3 dans la 
matrice mitochondriale (pour revue voir (Dzeja and Terzic 2009)). L’AK1 pouvant se lier à 
proximité des ATPases  cytoplasmiques (Lange, Auerbach et al. 2002), un système de 
navette, similaire à celui des CK, peut assurer un flux énergétique entre les mitochondries et 
les myofilaments.  Cependant, le rôle des AK dans le turnover de l’ATP est minoritaire 
(environ 10%) et même si son activité augmente lorsque l’activité de la CK est diminuée 
(comme c’est le cas dans l’insuffisance cardiaque), l’AK n’est pas capable de compenser 
complètement cette diminution des flux énergétiques (Dzeja, Vitkevicius et al. 1999).   
 
6. Les autres rôles de la mitochondrie 
 
La fonction mitochondriale n’est pas limitée à la production d’énergie. Cet organite, 
en communication directe avec le réticulum sarco-endoplasmique, est également impliqué 
dans le maintien de l’homéostasie calcique, participe à la thermogénèse et à la régulation du 
pH intracellulaire et joue un rôle majeur dans la signalisation liée aux espèces réactives de 
l’oxygène (la chaine respiratoire est le premier site de production d’espèces réactives de 












Chapitre II : Pathologie cardiaque et thérapies actuelles 
Introduction   39   
Chapitre II : Pathologie cardiaque et thérapies actuelles  
 
 
Le cœur est un organe dont l’activité nécessite le fonctionnement coordonné des 
systèmes d’excitation et de contraction et de production d’ATP mitochondrial. La fonction de 
pompe est donc soumise à un fonctionnement en flux tendu et sa perturbation va avoir des 
conséquences graves pour l’organisme. En réponse à un stress, l’organisme s’adapte pour 
maintenir un débit cardiaque suffisant (accélération du rythme cardiaque, vasoconstriction...). 
Toutefois, si ce stress est maintenu sur une longue période, ces adaptations deviennent 
délétères et vont aboutir au développement de l’insuffisance cardiaque. 
 
I. L’insuffisance cardiaque 
 
D’après un rapport de l’organisme mondial de la santé (OMS) datant de 2009, les 
maladies cardiovasculaires représentent la 1ère cause de mortalité dans le monde et sont à 
l’origine de 17,1 millions  de décès par an. En 2006, elles représentaient 28% des décès en 
France dont 23% seraient liés à l’insuffisance cardiaque (IC). L’insuffisance cardiaque est un 
syndrome clinique complexe et multifactoriel caractérisé par une incapacité du cœur à 
maintenir un débit sanguin suffisant aux besoins de l’organisme. Les symptômes qui vont 
justifier des examens approfondis sont essentiellement une fatigabilité à l’effort ainsi qu’une 
dyspnée. Le diagnostic approfondi repose principalement sur l’étude par échocardiographie de 
paramètres structuraux (diamètres des cavités ventriculaires en systole et en diastole) et 
fonctionnels (fraction d’éjection systolique), sur la mesure du taux plasmatique de peptides 
natriurétiques, ou encore sur une électrocardiographie (pour détecter d’éventuels troubles du 
rythme). 
Les causes les plus communes sont liées à une augmentation de la charge de travail du 
cœur, que ce soit lié à une perte de muscle cardiaque suite à un infarctus (40% des personnes 
ayant subi un infarctus du myocarde développent une insuffisance cardiaque (Arnold, Howlett 
et al. 2007)), à une exposition à une substance ou une situation cardiotoxique, comme les 
chimiothérapies et radiothérapies anticancéreuses, ou suite à une augmentation de la pression 
vasculaire (hypertension). Pour faire face à ces différents stress et à l’augmentation de la 
charge de travail, un processus complexe de remodelage est déclenché. Dans un premier 
temps ces adaptations sont bénéfiques mais elles peuvent par la suite devenir délétères et 
contribuer à la dysfonction cardiaque. Ce remodelage se caractérise entre autres par une 
hypertrophie des cardiomyocytes mais également par des modifications des propriétés 
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électriques des myocytes, de la régulation calcique, un stress oxydant, une altération du 
métabolisme énergétique et de la fonction contractile. Il existe également un remodelage de la 
matrice, avec l’apparition d’une fibrose et l’activation d’enzymes collagenolytiques qui vont 
aboutir à une dilatation de la cavité cardiaque (pour revue voir (Mudd and Kass 2008, Shah 
and Mann 2011)). De manière relativement récente, la mort cellulaire a également été 
impliquée dans le remodelage et le développement de la pathologie cardiaque. Alors que chez 
un individu sain, le taux de mort cellulaire est presque nul dans le myocarde : entre 1 et 11 
cellules en apoptose selon les études pour 105 cellules, celle-ci est augmentée et atteint des 
taux compris entre 80 et 237 pour 105 cardiomyocytes chez les patients insuffisants cardiaques 
(Olivetti, Abbi et al. 1997, Guerra, Leri et al. 1999, Saraste, Pulkki et al. 1999). Dans un 
contexte où les cardiomyocytes ont une capacité très limitée à proliférer, une augmentation de 
la mort cellulaire, même faible, aggrave considérablement la fonction cardiaque. Pour prouver 
qu’un faible taux de mort cellulaire peut être responsable d’une dysfonction cardiaque, 
Wencker et al. ont généré un modèle de souris surexprimant de manière inductible et 
cardiospécifique une forme active d’une protéine effectrice de l’apoptose : la caspase 8 
(Wencker, Chandra et al. 2003). Ils ont ainsi pu démontrer qu’un taux très faible de 23 
cellules apoptotiques pour 105 cardiomyocytes (contre 1.6 pour 105 chez les souris contrôles), 
est suffisant pour engendrer une cardiomyopathie et une dysfonction cardiaque en seulement 
neuf semaines. Ce taux de mort cellulaire étant de 4 à 10 fois plus faible que celui mesuré sur 
des patients humains atteints d’insuffisance cardiaque, cette étude suggère que l’apoptose 
chronique pourrait joue un rôle important dans le développement de la pathologie cardiaque. 
  
II. Les thérapies actuelles de l’insuffisance cardiaque 
 
En dépit des nombreux traitements médicamenteux disponibles pour cette pathologie, 
la mortalité reste élevée et le pronostic est très mauvais : 50% des insuffisant cardiaques 
meurent dans les 5 ans qui suivent la déclaration du syndrome. Les principaux traitements 
actuellement utilisés sont les diurétiques, les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de 
l’angiotensine et les β-bloquants (Gheorghiade, Cody et al. 2000, Klein, O'Connor et al. 
2003). 
Les inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC) sont les plus utilisés et reposent sur 
une inhibition de l’enzyme de conversion de l’angiotensine. Cette enzyme transforme 
l’angiotensine I en angiotensine II induisant une vasoconstriction. L’enzyme de conversion de 
l’angiotensine participe également à la dégradation de la bradykinine, une hormone 
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peptidique vasodilatatrice. Ainsi, l’inhibition de l’ICE entraîne une diminution de la 
concentration d’angiotensine II et de ce fait, le tonus vasculaire diminue et la pression 
artérielle baisse. De plus, la baisse des taux d’angiotensine II induit une diminution de la 
libération d’aldostérone de la corticosurrénale et a donc un effet sur le bilan hydrique. 
Les diurétiques, principalement des inhibiteurs de l’aldostérone, diminuent la volémie 
et la rétention hydrosodée (Patterson, Adams et al. 1994), diminuant ainsi la charge de travail 
du cœur.  
L’utilisation des β-bloquants est quelque peu paradoxale puisqu'ils diminuent la 
contraction du muscle cardiaque et contrecarrent l'effet du système adrénergique, utile pour le 
maintien du débit cardiaque. Malgré tout, leur efficacité est actuellement largement démontrée 
tant dans la réduction de la mortalité que dans la survenue d’événements indésirables graves. 
Dans certains cas d’insuffisance cardiaque, une asynchronisation du myocarde se 
développe, diminuant l’efficacité mécanique de la systole et le débit cardiaque. Il y a une 
vingtaine années, une équipe française a développé une stratégie thérapeutique appelée 
stimulation cardiaque multisite qui permet, grâce à la pose d’un stimulateur (pacemaker), la 
resynchronisation du cœur et l’augmentation du débit cardiaque (Cazeau, Ritter et al. 1996). 
Cette méthode, désormais reconnue, améliore de manière significative la fonction cardiaque 
ainsi que la qualité et l’espérance de vie des patients (Cleland, Calvert et al. 2009). 
En phase d’insuffisance cardiaque terminale, la seule stratégie actuellement disponible 
reste la transplantation cardiaque. 
En dépit d’importants efforts produits par la recherche sur les pathologies cardiaques, 
la mortalité et les couts sociaux économiques liés à ce syndrome restent malgré tout élevés. Il 
apparait donc important de trouver de nouvelles stratégies médicamenteuses de l’insuffisance 
cardiaque plus ciblées, dont l’objectif serait de préserver directement la fonction 
myocardique. Le développement de la pathologie cardiaque, et plus particulièrement la 
transition du stade où les adaptations sont bénéfiques vers un stade où la fonction cardiaque 
est altérée est encore mal comprise. De nombreuses études sont ainsi menées avec pour 
objectif de mieux comprendre le développement de la pathologie et d’identifier de nouvelles 
voies de signalisations associées. En particulier, les voies de signalisations impliquées dans la 
réponse au stress du réticulum endoplasmique (stress RE) ont récemment fait l’objet d’étude 
dans le domaine cardiaque et représentent un domaine de recherche prometteur que je 
détaillerais dans le chapitre suivant. 
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I. Existe-t-il plusieurs compartiments réticulaires dans le 
cœur ? 
 
Le réticulum endoplasmique a pour fonction principale la synthèse et la maturation des 
protéines, la synthèse des lipides et la régulation de l’homéostasie calcique. Dans la plupart 
des cellules, il existe un réticulum endoplasmique rugueux (RER) et un réticulum 
endoplasmique lisse (REL) (voir (Palade and Porter 1954, Palade 1955, Porter and Palade 
1957)). Le RER est localisé dans la continuité du noyau, est recouvert de ribosomes et est 
donc principalement impliqué dans la synthèse et la maturation des protéines. Le REL, est 
présent dans la continuité du RER ou sous forme de vésicules dans le cytoplasme et permet la 
synthèse de lipides et la régulation de l’homéostasie calcique. Dans le cardiomyocyte et dans 
les cellules de muscles squelettiques, l’organisation réticulaire est différente et le réticulum 
est majoritairement de type sarcoplasmique. Ce type particulier de réticulum est considéré 
comme une forme évoluée et spécialisé de REL (Vertel, Walters et al. 1992, Volpe, Villa et 
al. 1992). Il est organisé en réseau de part et d’autre de la cellule, est richement équipé en 
protéines de la régulation calcique et est en contact avec les protéines contractiles et la 
membrane cellulaire au niveau des tubules T (diades). Cette organisation permet une 
libération et une recapture du calcium très efficace, indispensables pour les phénomènes de 
contraction/relaxation. Le RS est composé de deux régions distinctes, de morphologies et de 
fonctions différentes : le RS longitudinal et les citernes terminales. Le RS longitudinal est fin, 
organisé en réseau et fait le lien entre les différentes citernes terminales, qui correspondent à 
de gros renflements situés de part et d’autre des tubules T. Le RS longitudinal est 
majoritairement composé de protéines impliquées dans le pompage du calcium cytosolique 
(notamment l’ATPase cardiaque SERCA et son régulateur le phospholamban) et joue donc un 
rôle clé dans la relaxation du cardiomyocyte. Les récepteurs à la ryanodine (RyR) sont 
disposés sur les membranes des citernes terminales, sont activés par le calcium ce qui 
provoque la libération du calcium du RS dans le cytosol et sont donc responsables de la 
contraction (Rossi, Barone et al. 2008). Pendant très longtemps, le RS a été considéré comme 
le seul type de réticulum présent dans les cardiomyocytes, assurant ainsi l’ensemble des 
fonctions réticulaires de la cellule et notamment la synthèse et le repliement des protéines. En 
faveur de cette hypothèse, il a été démontré que dans le muscle squelettique le marquage 
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de protéines impliquées dans la synthèse des protéines (BIP, PDI ou RibII) colocalise avec un 
marquage de protéines impliquées dans la régulation de l’homéostasie calcique telles que 
SERCA et calsequestrine (Kaisto and Metsikko 2003). De plus, la chaperonne BiP est 
retrouvée dans des fractions de RS purifiées (Volpe, Villa et al. 1992). Cependant, cette 
conception a récemment été remise en cause et l’hypothèse de l’existence dans le 
cardiomyocyte de membranes de RE indépendantes du RS a été proposée. Le RE pourrait 
ainsi être un organite clairement différencié du RS, situé majoritairement à proximité des 
noyaux qui assurerait la synthèse et la maturation des protéines. Pour illustrer cette théorie, 
une expérience d’immunofluorescence réalisée par MacFarland et al. montre qu’un marquage 
du RE, utilisant un anticorps dirigé contre la chaperonne membranaire TRAPα (en vert), 
présente une localisation péri-nucléaire alors qu’un marquage du RS, utilisant un anticorps 
dirigé contre le récepteur à la ryanodine (en rouge), présente un marquage en réseau de part et 




Figure 9 : Localisation RE/RS (d’après (McFarland, Milstein et al. 2010)) 
La localisation de TRAPα, impliquée dans la synthèse des protéines, est essentiellement péri-
nucléaire. Le récepteur à la ryanodine, qui joue un rôle clé dans la régulation de 
l’homéostasie calcique, présente une localisation en réseau de part et d’autre de la cellule. 
 
De plus, des protéines impliquées dans la synthèse des protéines (BiP, PDI, TRAPα…) 
ont une solubilité très différente de celle de SERCA, ce qui suggère que ces protéines sont 
localisées dans des environnements très différents (Kaakinen, Papponen et al. 2008). Enfin, il 
a été montré que Sec23, protéine du RE, colocalise partiellement avec SERCA et 
calsequestrine, protéines du RS (figure 10, (Kaisto and Metsikko 2003)).  
Marquage de la 
protéine TRAPα 
(RE) vert 
Marquage de la 
protéine RyR 
(RS) rouge 
Noyau en bleu 
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Ces observations suggèrent donc que le RE et le RS ne sont pas des organites 
complètement distincts mais plutôt des compartiments qui communiquent entre eux. Il 
existerait donc des compartiments de réticulum plutôt adaptés pour la synthèse des protéines, 
largement équipés en protéines chaperonnes mais faiblement en protéines régulatrices de 
l’homéostasie calcique et d’autres compartiments mieux adaptés à la régulation du calcium et 
du couplage excitation/contraction. Dans un souci de clarté, je nommerai par la suite RE le 
compartiment réticulaire impliqué dans la synthèse protéique et RS le réticulum impliqué 
dans la régulation de l’homéostasie calcique, même si comme nous venons de le voir, la 
différence entre ces deux organites reste difficile à définir. 
 
 
Figure 10 : Colocalisation partielle RE et RS (Kaisto and Metsikko 2003). 
Une protéine impliquée dans la synthèse des protéines, sec23, colocalise partiellement avec 
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II. Les fonctions physiologiques du RE 
 
Le réticulum endoplasmique a pour fonctions principales la synthèse et repliement des 
protéines membranaires, sécrétées et destinées aux organites.  
 
A. La synthèse des protéines 
 
La synthèse des protéines, correspondant à la traduction des ARN messagers (ARNm) 
en protéine, est un processus complexe et finement régulé que l’on peut décrire en trois 
phases : l’initiation, l’élongation et la terminaison de la traduction. 
1. Initiation de la traduction 
 
La traduction débute par la liaison d’un complexe ternaire, composé de l’ARNt 
méthylé, d’eIF2 (eukaryotic Initiation Factor, constituée de trois sous unités α, β et γ) et d’une 
molécule de GTP, à la petite sous unité du ribosome (40S) par l’intermédiaire d’eIF3 et 
d’eIF5. Le complexe 43S ainsi formé, s’associe à l’ARNm par l’intermédiaire d’eIF4F 
(composé d’eIF4A, eIF4E et d’eIF4G), spécifiquement lié à la coiffe méthylée en 5’ de 
l’ARNm, pour former le complexe de pré-initiation de la traduction (complexe 48S). 
L’activité d’hélicase d’eIF4A permet la linéarisation de l’ARNm en supprimant les 
appariements intramoléculaires pour permettre le déplacement du complexe 48S le long de 
l’ARNm jusqu’au codon d’initiation AUG (codant la méthionine). Une fois le complexe situé 
au niveau du codon d’initiation, eIF2 lié au GTP, déclenche la traduction en créant un lien 
entre l’ARNtmet fixé sur sa sous unité γ et le codon d’initiation 5’-AUG-3. L’anti-codon 5’-
UAC-3’ de l’ARNtmet se fixe au codon d’initiation, ce qui déclenche l’hydrolyse de la 
molécule de GTP liée à eIF5, la dissociation des facteurs d’initiation et l’association de la 
grande sous unité ribosomale (60S) avec la petite sous unité (40S). L’ARNm est alors pris 
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Figure 11 : Initiation de la traduction : reconnaissance du codon AUG par le complexe 
eIF-2/ARNtmet (Ohlmann 2000) (A) La liaison du complexe ternaire (Met-ARNt, eIF2, GTP) 
au ribosome forme le complexe 43S. (B) La formation du complexe de pré-initiation (48 S) est 
la résultante de la liaison du complexe 43S par l’intermédiaire d’eIF4F. (C) L’initiation est 
déclenchée par eIF2 qui fait le lien entre l’ARNt et l’ARN traduit et se poursuit grace a la 
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2. Elongation 
 
Une fois initiée par le facteur d’initiation eIF2, la traduction se poursuit grâce au 
facteur d’élongation eEF1 lié au GTP et à un ARNt. Si cet ARNt possède l’anticodon 
correspondant au second codon (codon situé à la suite du codon d’initiation), le lien codon-
anticodon est créé, ce qui déclenche l’hydrolyse du GTP d’eEF1 et la formation de la liaison 
peptidique entre la méthionine (l’acide aminé n°1) et l’acide aminé n°2. Le facteur 
d’élongation eEF2, grâce à son activité GTPasique permet la poursuite de la traduction en 
faisant coulisser l’ARNm par rapport au ribosome (processus appelé translocation) et en 
rendant accessible le ribosome à l’ARNt possédant l’anticodon correspondant au codon 
suivant. La synthèse de la chaine polypeptidique continue grâce à la répétition successive de 
ces cycles (figure 12). 
 
 
Figure 12 : 
Elongation de la chaine polypeptidique 
La reconnaissance du second codon par 
l’ARNt possédant l’anticodon 
correspondant, entraine l’hydrolyse du 
GTP d’eEF1, lié à l’ARNt, permettant la 
formation de la liaison peptidique entre la 
méthionine et l’acide aminé n°2. 
L’hydrolyse du GTP du facteur 
d’élongation eEF2, fait coulisser l’ARN 
par rapport au ribosome permettant la 
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3. Terminaison 
 
Lorsqu’un codon stop se situe au niveau du ribosome, la reconnaissance de ce codon 
par le facteur de terminaison de la traduction eRF1 amorce la fin de la traduction. L’activité 
GTPasique d’eRF3 lié à eRF1 entraine la rupture de la liaison entre le dernier acide aminé et 
l’ARNt. La protéine est alors libérée et le complexe ribosomal se dissocie, ce qui marque la 
fin de la traduction (figure 13).  
 
Figure 13 : Terminaison de la traduction : hydrolyse de la liaison ARNt-acide aminé.  
La reconnaissance du codon stop par eRF1 entraine l’hydrolyse du GTP d’eRF3, la 
libération de la chaine polypeptidique et la dissociation du complexe ribosomal. (Salas-
Marco and Bedwell 2004). 
 
L’ensemble du processus de traduction est rapide puisqu’il permet la synthèse de 5 à 
10 acides aminés par seconde et ainsi, une protéine d’une taille de 50kDa est produite en 
environ 64 secondes. Le fruit de la traduction est une protéine dont la structure est primaire, 
c'est-à-dire sous la forme d’une chaine linéaire d’acides aminés, déterminée par sa séquence. 
La protéine entame alors un processus de maturation lui permettant d’acquérir une structure 
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B. Le repliement des protéines 
 
Pour assurer sa fonction biologique, une protéine doit acquérir une structure 
tridimensionnelle adéquate grâce à un processus appelé repliement ou maturation. La majorité 
des protéines (environ 75%) se replient de façon spontanée en fonction de la charge des 
différents acides aminés dont elles sont composées. Pour se replier correctement, les autres 
protéines nécessitent l’assistance de protéines appelées chaperonnes. Les chaperonnes sont 
des ATPases qui ont la capacité d’héberger et d’offrir un refuge temporaire aux séquences 
hydrophobes des protéines naissantes qui pourraient être à l’origine d’agrégation inter-
protéiques interférant avec le repliement. Elles favorisent ainsi le repliement correct des 
protéines chaperonnées, appelées protéines clientes. Les protéines adoptent ainsi une structure 
secondaire avec la présence de motifs structuraux particuliers tels que les hélices (α, 310, П), 
les brins et feuillets β, les coudes, etc. La structure tertiaire d’une protéine est la conformation 
finale d’une chaine polypeptidique. Cette structure est maintenue par différents types 
d’interactions. Ces interactions peuvent être de type électrostatiques (liaisons ioniques, 
liaisons hydrogènes), des liaisons de van der Waals, des interactions avec le solvant et 
l'environnement (ions, lipides...), mais aussi des liaisons covalentes formées par des ponts 
disulfures entre les résidus cystéines. Ce dernier type de liaison nécessite l’activité d’enzymes 
particulières (comme par exemple les PDI, Protein Disulfide Isomerase) et d’un 
environnement très oxydant. Ces liaisons ne peuvent donc pas être formées dans le 
cytoplasme, elles ne peuvent être réalisées que dans le réticulum endoplasmique. On peut 
ainsi différencier deux types de protéines, les protéines qui sont synthétisées par des 
ribosomes libres et qui subissent le processus de maturation dans le cytosol (avec ou sans 
l’aide de protéines chaperonnes) et les protéines qui sont synthétisées par des ribosomes liés 
au RE et qui vont subir une maturation plus importante dans le RE (création de ponts 
disulfure, N-glycosylation...). Les protéines qui sont synthétisées par des ribosomes libres 
représentent 70% des protéines et seront destinées au cytoplasme ou à des organites 
intracellulaires tels que le noyau ou la mitochondrie. Les protéines synthétisées par les 
ribosomes du RE constituent les 30% restants et seront  adressées aux membranes plasmiques 
(canaux ioniques, transporteurs...), au RE (chaperonnes, récepteurs KDEL...), au golgi, aux 
lysosomes (protéases, lipases...) ou secrétées (albumine, facteurs de croissances, insuline...) 
(Ghaemmaghami, Huh et al. 2003).  
La traduction de ces protéines commence dans le cytosol et la protéine est ensuite 
importée de manière co-traductionnelle dans le RE grâce à la présence d’un peptide signal. Le 
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peptide signal est une séquence spécifique et hydrophobe de 3 à 30 acides aminés située à 
l’extrémité N-terminale de la protéine qui est reconnue par les SRP (Signal Recognition 
Particle), des complexes composés de 6 protéines, d’ARN et de GTP (Nagai, Oubridge et al. 
2003, Sauer-Eriksson and Hainzl 2003). Le SRP se lie au peptide signal, au niveau du 
ribosome d’où emerege la protéine et à la membrane du RE, par l’intermédiaire du récepteur 
SRP, lui-même lié au canal de translocation PCC (pour Protein Conducting Chanel, un pore 
d’environ 4nm) (Gorlich, Hartmann et al. 1992, Gorlich, Prehn et al. 1992, Gorlich and 
Rapoport 1993). La fixation du SRP sur le ribosome suspend la poursuite de la traduction en 
bloquant l’accès des facteurs d’élongation eEF1 et eEF2, évitant ainsi que la protéine destinée 
au RE soit relarguée dans le cytosol. Une fois le SRP fixé à son récepteur, le GTP est 
hydrolysé, entrainant le détachement du ribosome et la reprise de la traduction (figure 14). 
Cette translocation co-traductionnelle des protéines dans le RE ne se fait que lorsque la chaine 
polypeptidique compte au moins 70 acides aminés (40 encore dans le ribosome et 30 
transitant par le canal de translocation (Johnson and van Waes 1999). Le peptide signal, 
nécessaire pour la translocation de la protéine dans le RE ne fait pas partie de la protéine 
mature et doit donc être excisé de manière co- ou post-traductionnelle par le complexe 
protéique signal peptidase (SP), composé de 6 sous unités (Evans, Gilmore et al. 1986) et 
situé sur la membrane interne du RE. 
 
Figure 14 : Reconnaissance du peptide signal et acheminement co-traductionnel vers le 
réticulum. Le peptide signal est reconnu par SRP, ce qui suspend la traduction. Le complexe 
ainsi formé se fixe au récepteur du SRP puis la traduction reprend. La protéine en cours de 
synthèse est alors acheminée de manière co-traductionnelle dans le RE à travers le canal de 
translocation (PCC). D’après http://www.ulysse.u-bordeaux.fr 
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Pour éviter l’accumulation de protéines mal repliées et la formation d’agrégats, le RE 
dispose d’un nombre important de protéines impliquées dans le repliement des protéines, de 
manière à assurer une capacité de repliement supérieure à la quantité de protéines naissantes 
entrant dans le RE. Le repliement des protéines est assuré par des protéines chaperonnes. La 
fixation d’une protéine cliente à sa chaperonne empêche un mauvais repliement ou la 
formation d’agrégats. GRP78/BiP (Glucose-Related Protein 78/Binding Immunoglobulin 
Protein) est la protéine la plus abondante du RE. Cette chaperonne à une forte affinité pour 
des séquences de 7-8 acides aminés hydrophobes présentes sur les protéines naissantes. Son 
interaction avec les protéines clientes est dépendante de l’ATP dont l’hydrolyse assure un 
événement du cycle d’association/dissociation (Melnick, Dul et al. 1994, Gething 1999). Une 
fois partiellement repliées, les protéines clientes sont prises en charge par une autre 
chaperonne, GRP94 (Glucose-Related Protein 94), qui s’insère dans des crevasses de la 
protéine grâce à un doigt amphipatique. Dans le processus de maturation des protéines, 
l’addition cotraductionnelle d’un oligosaccharide, appelée N-glycosylation, est spécifique du 
RE. Cet oligosaccharide qui est composé de 14 résidus glucidiques comprenant  2 
acétylglucosamines, 9 mannoses et 3 glucoses, est ajouté sur le groupement NH2 d’un résidu 
asparagine par l’oligosaccharyl-transférase (OST) (Burda, Jakob et al. 1999). Ce processus de 
N-glycosylation est primordial puisqu’il joue un rôle dans l’adressage, la maturation et dans le 
contrôle qualité du repliement correct des protéines en empêchant notamment la translocation 
des protéines dans le cytoplasme tant que les protéines ne sont pas correctement repliées 
(Wormald and Dwek 1999). Les résidus glucoses sont ensuite enlevés successivement et de 
manière réversible par les α-glucosidases I et II. Seule la protéine monoglucosylée est 
reconnue par les chaperonnes calnexine ou calreticuline (Hammond, Braakman et al. 1994), 
qui permettent le repliement protéique et la rétention des protéines mal conformées (Williams 
2006). Lorsque la protéine cliente aura atteint un certain degré de repliement, le dernier 
glucose est éliminé par l’α-glucosidase II (figure 15). Si la protéine n’a pas atteint son état de 
repliement définitif (appelé « native fold »), elle est reconnue par la glucosyltransférase 
UGGT (par reconnaissance de séquences hydrophobes et du N-acétylglucosamine 
uniquement accessible sur les protéines mal repliées), reglucosylée en position 1 et de 
nouveau fixée par les chaperonnes calnexine ou calréticuline (Sousa, Ferrero-Garcia et al. 
1992, Taylor, Ferguson et al. 2004). Ce cycle peut se répéter plusieurs fois jusqu'à ce que la 
protéine soit correctement repliée ou dégradée (en cas de repliement incorrect persistant) et 
constitue une étape importante du contrôle qualité du repliement des protéines (Ireland, 
Niggemann et al. 2006). 
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Figure 15 : Repliement des protéines naissantes dans le RE : fixation des chaperonnes et 
N-glycosylation. Les protéines naissantes sont repliées dans le RE grâce a l’assistance des 
protéines chaperonnes (notamment GRP78, GRP94 et calnexine). La N-glycosylation 
participe au repliement des protéines et constitue un système de contrôle qualité du bon 
repliement des protéines. D’après http://www.ulysse.u-bordeaux.fr. 
 
Deux systèmes de dégradation des protéines coopèrent dans le RE, la voie ERAD 
(pour Endoplasmic-Reticulum-Associated protein Degradation) qui est majoritaire et dégrade 
les protéines solubles et la macro-autophagie qui permet de dégrader les agrégats de protéines 
non solubles (Bernales, McDonald et al. 2006). Les protéines N-glycosylées mal repliées 
subissent le clivage d’un mannose par l’enzyme ER α1,2 mannosidase de type I. La 
conformation obtenue à 8 résidus mannose ne peut être reconnue par UGGT, mais est 
reconnue par EDEM (pour ER Degradation Enhancing α1,2 Mannosidase like protein) qui 
favorise la translocation de la protéine dans le cytoplasme via le canal Sec61α. Cette protéine 
est alors poly-ubiquitinilée, reconnue, puis détruite par le protéasome (Jarosch, Lenk et al. 
2003, McCracken and Brodsky 2005). 
A la différence de l’environnement réducteur du cytoplasme, l’environnement du RE 
est oxydant. Cet environnement oxydatif va permettre la formation de ponts disulfures entre 
deux résidus cystéines qui caractérisent la majorité des protéines synthétisées dans le RE. Ce 
repliement oxydatif est effectué par la famille des PDI et permet la stabilisation des protéines 
en réduisant leur entropie configurationelle dans l’état non replié. Pour former ce pont 
Chapitre III : Fonctions du RE, stress RE et pathologies cardiaques 
Introduction   53   
disulfure, les PDI oxydent les groupements SH de deux résidus cystéines. Les électrons et 
protons arrachés lors de cette opération sont provisoirement hébergés par les disulfides (S-S) 
du site catalytique de la PDI puis sont pris en charge par l’oxydoréductine ERO1-L qui 
transporte les protons et électrons vers son co-facteur le FAD, le convertissant en FADH2. 
Enfin, la réaction se termine lorsque les protons et électrons sont cédés à l’oxygène, 
l’accepteur final d’électrons, pour donner de l’H2O2. Ainsi, la formation de pont disulfure et 
donc la maturation des protéines dans le RE est un processus générateur d’espèces réactives 
de l’oxygène qui contribuent à l’environnement oxydant du RE. Les protéines matures qui ne 
sont pas destinées à faire partie de la membrane du RE, ni à être sécrétées hors de la cellule 
sont ensuite dirigées vers l’appareil de Golgi. 
 
III. Le stress du réticulum endoplasmique 
 
 
A. La réponse au stress du réticulum endoplasmique 
 
Sous le terme stress RE, on regroupe les différentes perturbations empêchant un 
fonctionnement correct du RE qui aboutissent à l’accumulation des protéines mal repliées 
comme par exemple, un dysfonctionnement de la N-glycosylation des protéines, un stress 
oxydant ou encore une modification de l’homéostasie calcique intraluminale. 
En réponse au stress RE, un mécanisme compensatoire appelé réponse UPR (Unfolded 
Protein Response) est activé . L’activation de cette réponse a pour but de permettre à la cellule 
de restaurer l’homéostasie du RE grâce à la combinaison de différentes actions : (i) la 
réduction des synthèses protéiques pour empêcher l’accumulation de nouvelles protéines dans 
le RE, (ii) l’augmentation de l’expression de protéines chaperonnes pour augmenter les 
capacités de repliement et de maturation du RE, et (iii) la dégradation des protéines mal 
repliées pour limiter l’engorgement du RE (Ron and Walter 2007). Chez les Mammifères, 
cette réponse complexe et coordonnée entraîne l’activation de trois senseurs proximaux : la 
kinase PERK (PKR-like ER protein Kinase), le facteur de transcription ATF6 (Activating 
Transcription Factor 6) et la kinase/endoribonucléase IRE1 (Inositol-Requiring Enzyme 1). 
Ces protéines transmembranaires sont normalement maintenues inactives par l’association de 
leur domaine luminal avec la protéine chaperonne GRP78/BiP. En réponse au stress RE, 
GRP78/BiP s’associe aux protéines mal repliées accumulées dans le RE, se dissociant ainsi de 
ces trois senseurs, ce qui initie la réponse UPR (Bertolotti, Zhang et al. 2000). La figure 16 
illustre les mécanismes moléculaires déclenchés lors de la réponse UPR. 
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Figure 16. Activation de la voie UPR en réponse au stress RE. En absence de stress RE, les 
protéines transmembranaires ATF6, PERK et IRE1 sont maintenues inactives par  
association avec la protéine chaperonne GRP78/BiP. En réponse au stress RE, la liaison de 
GRP78/BiP aux protéines mal repliées entraîne sa dissociation des trois senseurs et leur 
activation. L’activation de PERK permet la phosphorylation d’eIF2, ce qui diminue la 
majorité des synthèses protéiques de novo et permet l’expression d’ATF4, un facteur de 
transcription régulant des gènes de réponse au stress. PERK phosphoryle également NRF2, 
qui peut alors réguler des gènes de réponse à un stress oxydant. ATF6 migre vers le Golgi où 
elle est clivée (par S1P et S2P), puis son extrémité N-terminale transloque au noyau où elle se 
fixe sur les séquences ERSE (ER Stress response Element)  pour activer la transcription des 
gènes de la réponse UPR. Une fois activée, IRE1 provoque l’épissage de l’ARNm de XBP1 
qui, une fois traduit, se fixe sur les séquences ERSE des promoteurs des gènes cibles de la 
réponse UPR. L’activation d’IRE1 permet la formation de l’UPRosome, un complexe 
protéique formé notamment par TRAF2 et ASK1, permettant entre autre la phosphorylation 
de JNK (Deegan, Saveljeva et al. 2013). 
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1. Régulation de la branche ATF6 de la réponse UPR 
 
Après sa dissociation d’avec GRP78/BiP, ATF6 transloque à l’appareil de Golgi où 
elle est activée par clivage via des protéases à sérine (S1P, S2P) (Namba, Ishihara et al. 2007). 
Le domaine N-terminal d’ATF6 est alors libéré dans le cytosol et migre dans le noyau pour 
induire la transcription des gènes de la réponse UPR en se fixant aux séquences ERSE (ER 
Stress Response Element) de leur promoteur. Il permet entres autres, la transcription de 
CHOP (C/EBP homologous protein), un facteur de transcription pro-apoptotique  dont le 
promoteur est régulé par les trois branches de la voie UPR (Oyadomari and Mori 2004), ainsi 
que la transcription de protéines impliquées dans la voie de dégradation des protéines du RE 
(voie ERAD), de protéines chaperonnes comme GRP78 et PDIA6 et de XBP1 (Yoshida, 
Matsui et al. 2001). 
 
2. Régulation de la branche IRE1 de la réponse UPR 
 
Suite à sa libération par GRP78/BiP, la dimérisation et la trans-autophosphorylation de 
IRE1 déclenchent son activité RNase, qui permet l’épissage d’un intron de 26 nucléotides de 
l’ARNm de XBP1 (X-box Binding Protein 1), préalablement induit par ATF6 (Calfon, Zeng 
et al. 2002). L’ARN épissé est traduit en un facteur de transcription qui se fixe sur les 
séquences ERSE et stimule la transcription des gènes de la réponse UPR. Les gènes cibles de 
XBP1s peuvent varier suivant les tissus et les modèles étudiés mais sont généralement 
impliqués dans le repliement des protéines, la voie ERAD,  la translocation des protéines dans 
le RE et leur sécrétion (Lee, Iwakoshi et al. 2003). En plus de son rôle dans la régulation de 
l’ARNm de XBP1, IRE1 interagit avec plusieurs protéines dont TRAF2 pour former un 
complexe nommé UPRosome (Hetz 2012) permettant l’activation de protéines telles que 
ASK1 et JNK et la régulation de voies de signalisations impliquant par exemple NF-κB et 
ERK (pour revue voir (Woehlbier and Hetz 2011)). L’activité d’endoribonucléase d’IRE1 est 
de plus impliquée dans le clivage de nombreux ARNm codant des protéines sécrétées, non 
pas dans le but de les activer, mais pour favoriser leur dégradation et ainsi soulager le RE de 
la charge de protéines à gérer, et permettre un retour à l’homéostasie réticulaire (processus 
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3. Régulation de la branche PERK de la réponse UPR 
 
La dissociation de GRP78/BiP de PERK entraine l’activation de cette kinase par trans-
autophosphorylation (Bertolotti, Zhang et al. 2000). Le rôle principal de PERK dans la 
régulation de la voie UPR est la phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction eIF2α, 
ce qui inhibe son activité et atténue ainsi les néosynthèses protéiques (Harding, Zhang et al. 
1999). En effet, la phosphorylation de la sérine 51 d’eIF2α inhibe l’activité GTPasique de ce 
facteur d’initiation par inhibition de l’échange avec eIF2B d’une molécule de GDP contre une 
molécule de GTP. Sans l’activité GTPasique d’eIF2, les facteurs d’initiation restent fixés au 
complexe de pré-initiation après la reconnaissance de l’ARNt initiateur, ce qui empêche la 
fixation de la grande sous unité ribosomale et empêche ainsi le démarrage de la traduction 
(Nika, Rippel et al. 2001). L’inhibition de la traduction a deux conséquences positives : elle 
limite (i) la néosynthèse des protéines et donc la charge de travail du RE et (ii) la production 
d’espèces réactives de l’oxygène induites par la maturation des protéines lors de la formation 
de ponts disulfures (Back, Scheuner et al. 2009). Bien qu’elle diminue de manière générale la 
synthèse des protéines, la phosphorylation d’eIF2α permet également la traduction d’ARNm 
spécifiques grâce à la reconnaissance dans leur région 5’ d’une petite phase ouverte de 
lecture, appelée µORF (micro Open Reading frame), qui n’est pas traduite dans une situation 
physiologique. Le facteur de transcription ATF4, qui contrôle l’expression de protéines 
chaperonnes et de protéines impliquées dans le maintien du statut redox de la cellule 
(Harding, Zhang et al. 2003), est notamment traduit en réponse a la phosphorylation d’eIF2. 
ATF4 régule également l’expression de protéines jouant un rôle dans l’apoptose telles que 
CHOP et GADD34 (Growth Arrest and DNA Damage-inducible 34). GADD34 s’associe à 
Nck (Non-Catalytic region of tyrosine Kinase adaptor protein) et Crep (Constitutive 
Repressor of eIF2alpha Phosphorylation) formant un complexe permettant le recrutement de 
la phosphatase PP1C exerçant un rétrocontrôle négatif de l’activation de la voir PERK en 
déphosphorylant eIF2α (Latreille and Larose 2006). Récemment, une étude a révélé que PKR 
(Protein Kinase R), une autre kinase phosphorylant eIF2α, est également activée par le stress 
RE et pourrait donc jouer un rôle important dans la régulation de cette branche de la voie 
UPR (Raven and Koromilas 2008). PERK phosphoryle également KEAP1, ce qui entraine la 
dissociation de KEAP1 de NRF2, permettant la translocation de ce dernier dans le noyau 
(Itoh, Wakabayashi et al. 1999, Cullinan, Zhang et al. 2003). Une fois dans le noyau, NRF2 
active la transcription de nombreux gènes impliqués dans les défenses anti-oxydantes de la 
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cellule parmi lesquels on peut citer HO-1, GST, UGT ou Mrps (Hayes, Chanas et al. 2000, 
Wang and Dore 2007, Yueh and Tukey 2007, Jarmi and Agarwal 2009).  
 
4. Relations entre les différentes branches de la voie UPR 
 
Outre le lien que représente XBP1 entre les branches ATF6 et IRE1, d’autres protéines 
ont été impliquées dans la communication entre les différentes branches de la voie UPR. 
P58IPK (Protein 58kDa Inhibitor of the eIF2α Protein Kinases PKR), une protéine chaperonne 
de la famille des Hsp40, dont l’expression est activée par ATF6 en réponse au stress RE, 
déphosphoryle PERK et ainsi limite l’activation de cette branche en réponse au stress RE 
(Yan, Frank et al. 2002). Ce rétrocontrôle négatif permet d’éviter une suractivation délétère de 
PERK et joue ainsi un rôle protecteur en favorisant le retour à l’homéostasie (Rutkowski, 
Kang et al. 2007). P58IPK est localisée dans le RE ou dans le cytoplasme et son action sur 
PERK est régulée par GRP78va, une isoforme tronquée issue d’un épissage alternatif de 
l’ARNm de GRP78, générant une protéine qui n’a pas la séquence d’adressage au RE et qui 
est donc cytosolique (Ni, Zhou et al. 2009).  
Les micro ARN (MiR), sont des ARN non codants endogènes d’une taille moyenne de 
22 nucléotides qui modulent l’expression des gènes en induisant la dégradation ou en inhibant 
la traduction des ARN. Les MiR ont récemment été décrits comme des régulateurs importants 
de l’expression des gènes impliqués dans les pathologies cardiaques (Small, Frost et al. 2010). 
Un MiR peut réguler à lui seul l’expression d’un nombre important de gènes et ainsi être 
impliqué dans un grand nombre de processus (Mallat, Tritsch et al. 2014). Récemment, 
plusieurs MiR ont été identifiés comme régulateurs ou comme étant régulés par la réponse 
UPR (pour revue voir (Maurel and Chevet 2013)). Parmi ces MiR, certains participent à la 
communication entre les différentes branches de la voie UPR. Par exemple, le MiR 30c 2* est 
activé par la branche PERK et inhibe l’expression de XBP1. De plus, l’inhibition du MiR 214 
par la voie UPR permet de lever l’inhibition de la traduction de l’ARNm d’ATF4.  
Ces dernières découvertes remettent ainsi en cause la représentation classique de la 
voie UPR avec trois branches clairement distinctes et arguent en faveur d’un modèle ou les 
différentes branches peuvent se réguler mutuellement afin de moduler plus finement cette 
réponse UPR. Les mécanismes de cette voie de signalisation s’avèrent donc plus complexes 
que ce que l’on pensait il y a quelques années et ne sont toujours pas entièrement élucidés. 
Comme nous venons de le voir, la réponse UPR est une réponse adaptative qui a pour 
but de restaurer l’homéostasie et le fonctionnement correct du RE. Néanmoins, dans le cas 
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d’un stress RE excessif ou prolongé, les altérations ne pouvant plus être compensées, la 
cellule est éliminée par apoptose pour limiter les dommages à l’organisme. Les voies de 
signalisations impliquées dans ce type de mort seront donc abordées dans le paragraphe 
suivant. 
 
B. Mort cellulaire et apoptose dans le cœur 
 
La mort cellulaire est essentielle au cours du développement des organismes 
pluricellulaires. En effet, elle est impliquée dans des processus morphogénétiques variés tels 
que la disparition du tissu interdigital chez les vertébrés supérieurs (Garcia-Martinez, Macias 
et al. 1993), la mise en place du dimorphisme sexuel chez les mammifères (Jacobson, Weil et 
al. 1997), l’élimination des structures transitoires chez les insectes (Schwartz 1992) et la 
maturation fonctionnelle du système nerveux (Hamburger, Brunso-Bechtold et al. 1981). 
Chez l’adulte, la mort cellulaire est nécessaire au maintien de l’homéostasie tissulaire, en 
permettant l’élimination des cellules inutiles, abîmées ou dangereuses pour l’organisme 
comme les lymphocytes auto-réactifs (Watanabe-Fukunaga, Brannan et al. 1992), les cellules 
infectées par un virus (Vaux, Haecker et al. 1994), ou encore les cellules tumorales (Williams 
1991). Dans le cœur, puisqu’il est considéré que les cardiomyocytes ne possèdent pas de 
potentiel de prolifération, la mort cellulaire est un processus très délétère pour la fonction 
cardiaque car chaque cellule morte est définitivement perdue. Toutefois de récentes études ont 
montré que contrairement à ce que l’on pensait initialement, les cardiomyocytes possèdent un 
potentiel prolifératif (Bergmann, Bhardwaj et al. 2009, Bersell, Arab et al. 2009, Kajstura, 
Gurusamy et al. 2010, Kajstura, Urbanek et al. 2010) et qu’en réponse à un stress tel que 
l’infarctus, des cardiomyocytes préexistants sont capables de se diviser pour remplacer les 
cellules mortes (Senyo, Steinhauser et al. 2013). Cependant, le remplacement des 
cardiomyocytes morts en réponse à un stress est un phénomène dont l’importance est limitée 
puisque le turn-over estimé est très faible et de l’ordre de 0.76% par an. Dans une situation 
physiologique, chez un individu sain, le taux de mort cellulaire des cardiomyocytes est 
considéré comme très faible (entre 1 et 11 cellules mortes pour 105 cellules selon les auteurs 
(Olivetti, Abbi et al. 1997, Guerra, Leri et al. 1999, Saraste, Pulkki et al. 1999)). Chez 
l’homme atteint d’insuffisance cardiaque, ainsi que dans plusieurs modèles animaux de 
pathologies cardiaques tels que la constriction de l’aorte transverse ou l’hyperstimulation des 
récepteurs β-adrénergiques, une augmentation faible mais significative de la mort cellulaire 
des cardiomyocytes a été observé (80 à 237 cellules mortes pour 105 cellules pour des patients 
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atteints d’insuffisance cardiaque (Olivetti, Abbi et al. 1997, Guerra, Leri et al. 1999, Saraste, 
Pulkki et al. 1999)).   
Parmi les différents types de mort cellulaire pouvant coexister au sein d’un organisme,  
l’apoptose et la nécrose sont actuellement considérées comme prédominantes chez les 
cardiomyocytes.  
 L’apoptose, décrite pour la première fois par Kerr, Wyllie et Currie en 1972 (Kerr, 
Wyllie et al. 1972), est caractérisée par une perte de contact avec les cellules voisines, la 
rétraction des pseudopodes, la réduction du volume cellulaire, la condensation de la 
chromatine, la fragmentation du noyau, puis la fragmentation de la cellule en « corps 
apoptotiques » (figure 17). In vivo, les corps apoptotiques sont reconnus via l’exposition des 
phosphatidylsérines (Fadok, Voelker et al. 1992) puis éliminées par les macrophages, les 
cellules épithéliales ou les fibroblastes. Au cours du processus apoptotique, contrairement à la 
nécrose, l’intégrité de la membrane plasmique est maintenue, ce qui empêche le déversement 




Figure 17. Changements morphologiques associés à la mort cellulaire par apoptose.  
Sur la gauche, schéma de l’évolution  morphologique de la cellule au cours du processus 
apoptotique (d’après (Cohen 1993)). Sur la droite, photographie de microscopie électronique 
à balayage permettant de visualiser les bourgeonnements des cellules apoptotiques (David 
McCarthy/Science Photo Library). 
 
Parmi les différents acteurs du processus apoptotique, nous nous intéresserons ici plus 
particulièrement aux caspases, protéines exécutrices de l’apoptose et aux membres de la 
famille Bcl2, qui régulent ce processus de mort. 
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1. Les caspases 
 
Les caspases forment une famille d’endoprotéases dont la caractéristique commune est 
la présence d’un site catalytique composé d’un résidu cystéine (Cys285) qui permet aux 
caspases de reconnaître et de cliver sélectivement leurs protéines cibles, à une ou plusieurs 
positions de la chaîne polypeptidique, du côté C-terminal du résidu aspartate (Stennicke and 
Salvesen 1999). La spécificité de reconnaissance de chacune des caspases pour leurs substrats 
est assurée par un motif tétrapeptidique situé en amont du site de clivage. Les caspases sont 
synthétisées sous forme de pro-enzymes inactives appelées zymogènes ou pro-caspases. Les 
caspases peuvent s’autoactiver ou être activées par d’autres caspases par clivage, permettant 
l’élimination du prodomaine et la libération de la petite et de la grande sous-unité, qui 
s’assemblent alors en un hétérodimère. Les caspases impliquées dans l'apoptose sont 
regroupées en deux catégories en fonction de la longueur et de la séquence primaire du pro-
domaine N-terminal (Philchenkov 2004). On distingue les caspases à pro-domaine long (> 90 
acides aminés) appelées caspases initiatrices (-2, -8, -9, -10) et les caspases à pro-domaine 
court (< 30 acides aminés) appelées caspases exécutrices, ou effectrices, (-3, -6 et -7) activées 
par clivage par les caspases initiatrices (ou exécutrices en boucle de rétro-amplification) 
(figure 18).  
 
Figure 18. Caspases impliquées dans l’apoptose. Les caspases-2, -8, -9 et -10 ont un long 
pro-domaine, ce sont des caspases initiatrices. Les caspases-3, -6 et -7 ont un pro-domaine 
court, ce sont des caspases exécutrices (Lavrik, Golks et al. 2005). 
 
Lorsque les caspases exécutrices sont activées, elles clivent leurs protéines cibles au 
sein de la cellule, ce qui aboutit selon les cas, soit à l’activation de protéines impliquées dans 
le déroulement de l’apoptose, soit à l’inactivation de protéines impliquées dans le maintien de 
l’intégrité cellulaire. L’activité des caspases est sujette à une régulation par différentes 
protéines anti-apoptotiques telles que FLIP (FLICE-like Inhibitory Protein), un homologue 
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inactif de la procaspase-8, et les IAPs (Inhibitors of APoptosis), qui constituent une famille 
d’inhibiteurs dont les cibles principales sont les caspases -3, -7 et -9. 
2. La famille Bcl-2 
 
La famille Bcl-2 comprend des membres pro-apoptotiques comme les protéines Bax, 
Bak et Bid et des membres anti-apoptotiques dont fait partie Bcl-2, le membre fondateur de 
cette famille (pour revue (Antonsson 2004)). Les protéines de la famille Bcl-2 possèdent des 
domaines d’homologie (Bcl-2 Homology, BH1 à 4) qui permettent leur interaction. Elles sont 
regroupées en trois catégories : (figure 19, pour revues (Kelekar and Thompson 1998, Chipuk, 
Moldoveanu et al. 2010)) 
 les protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 et Bcl-xL 
 les protéines pro-apoptotiques qui comportent les domaines BH1 à BH3, telles que 
Bak et Bax 
 les protéines pro-apoptotiques ne possédant qu’un seul domaine BH3, appelées BH3-
only, telles que Bad, Bid, Noxa ou Puma, et considérées comme des activateurs de 
Bax et Bak. 
 
 
Figure 19. Classification des membres de la famille Bcl-2. Les protéines de la famille Bcl-2 
sont divisées en deux sous-groupes : les anti-apoptotiques (A) et les pro-apoptotiques (B). Ces 
dernières sont classées en deux catégories : les protéines à plusieurs domaines (BH1, BH2 et 
BH3) comme Bax, et les protéines BH3-only (Borner 2003). 
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Les protéines de la famille Bcl-2 étant capables de former des homo-oligomères ou 
des hétérodimères entre elles, le mode d’action décrit le plus simple consiste en une 
inactivation des protéines par hétérodimérisation entre des membres pro- et anti-apoptotiques 
(Lucken-Ardjomande and Martinou 2005). Ainsi, les membres en excès conservent leur effet 
sur la régulation de l’apoptose et les autres sont inhibés. Certaines de ces protéines, comme 
Bcl-2 (Nguyen, Millar et al. 1993), possèdent un signal de localisation à la mitochondrie, 
tandis que d’autres, comme Bax, font constamment des allers-retours entre le cytoplasme et la 
mitochondrie en conditions physiologiques (Edlich, Banerjee et al. 2011). En ce qui concerne 
l’effet intrinsèque de chaque protéine, il n’y a pas de mode d’action univoque à tout un 
groupe, mais on sait que directement ou indirectement les protéines des trois catégories 
agissent sur la perméabilisation d’une ou des membranes mitochondriales. Plusieurs de ces 
protéines, incluant Bax et Bcl-2, ont également été retrouvées dans la membranes du RE et 
participent à la régulation de la communication apoptotique entre cet organite et la 
mitochondrie en réponse au un stress RE (Sharaf El Dein, Gallerne et al. 2009). 
3. La voie mitochondriale de l’apoptose 
 
Chez les Mammifères, le processus apoptotique conduisant à l'activation des caspases, 
peut emprunter deux voies majeures de signalisation : la voie extrinsèque (ou voie des 
récepteurs de mort), initialisée à la surface cellulaire, et la voie intrinsèque (ou voie 
mitochondriale) qui fait intervenir la mitochondrie (figure 20). La voie extrinsèque est 
déclenchée par la liaison de ligands extracellulaires sur leurs récepteurs membranaires 
spécifiques, appartenant à la superfamille des récepteurs au TNF (Tumor Necrosis Factor) et 
au NGF (Nerve Growth Factor). La voie mitochondriale est initiée en réponse à différents 
stimuli tels que les altérations irréversibles de l'ADN, l’activation d’oncogènes, le stress 
oxydatif ou encore le stress RE.  
Chapitre III : Fonctions du RE, stress RE et pathologies cardiaques 
Introduction   63   
 
Figure 20. Les deux voies principales d’activation de l’apoptose.  
La voie des récepteurs de mort (voie extrinsèque) est déclenchée par les membres de la 
famille des récepteurs au TNF à la surface cellulaire. Le recrutement de la protéine 
adaptatrice FADD (et TRADD dans certains cas) entraine l’activation de la caspase-8, qui 
active les caspases effectrices -3, -6 et -7. La caspase-8 peut aussi cliver la protéine pro-
apoptotique Bid en tBid (truncated Bid) qui active la voie mitochondriale régulée par Bcl-2. 
L’activation de la voie mitochondriale (voie intrinsèque), se traduit par la perméabilisation 
des membranes mitochondriales et le recrutement de la protéine adaptatrice Apaf-1 
(Apoptosis protease-activating factor-1), de la caspase-9 et du cytochrome c pour former 
l’apoptosome, en présence d’ATP. L’apoptosome active la caspase-9 (initiatrice) qui peut 
ensuite activer les caspases effectrices. Les IAP (inhibitors of apoptosis) inhibent les 
caspases-3 et -7 mais cette inhibition est elle-même bloquée par le facteur Smac/DIABLO 
(Second mitochondria-derived activator of caspases / Direct IAP-Binding protein with Low 
pI) relargué par la mitochondrie lors de sa perméabilisation (Strasser, Cory et al. 2011). 
 
L’implication de la mitochondrie dans le processus apoptotique a été mise en évidence 
pour la première fois en 1994 par Vayssière et coll. qui ont démontré que la chute du  
potentiel de membrane mitochondrial (ΔΨm) et l’altération de l’activité mitochondriale 
constituaient des événements précoces de l’apoptose (Vayssiere, Petit et al. 1994). Ces 
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travaux, ont depuis été confirmés dans de nombreux modèles cellulaires (pour revue 
(Kroemer, Galluzzi et al. 2007). Bien que les détails moléculaires de l’activation de la voie 
mitochondriale soient encore sujets à controverse, il est largement admis que cette activation 
conduit à la perméabilisation des membranes mitochondriales (PMM), à la perte du potentiel 
transmembranaire mitochondrial (m) et au relargage, de l’espace intermembranaire 
mitochondrial vers le cytosol, de protéines pro-apoptotiques (Patterson, Spahr et al. 2000) 
comme le cytochrome c (Liu, Kim et al. 1996), l’Apoptosis Inducing Factor (AIF) (Susin, 
Lorenzo et al. 1999), l’Endonuclease G (EndoG) (Li, Luo et al. 2001), la sérine protéase 
HtrA2/Omi (High temperature requirement protein A2/ Omi stress-regulated endoprotease) 
(Suzuki, Imai et al. 2001) et Smac/DIABLO (Du, Fang et al. 2000, Verhagen, Ekert et al. 
2000)(figure 21). Les protéines relarguées initient alors la cascade protéolytique des caspases 
ou la fragmentation de l’ADN, aboutissant au démantèlement de la cellule (pour revue : 
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Figure 21. Voie intrinsèque de l’apoptose.  
L’activation de la voie mitochondriale s’accompagne de la perméabilisation de la membrane 
externe de la mitochondrie (contrôlée par les membres de la famille Bcl-2) et/ou de la 
permeabilisation des membranes interne et externe en réponse à l’ouverture du PTP et 
entraîne la chute du potentiel membranaire et le relargage de protéines situées dans l’espace 
intermembranaire vers le cytosol. Parmi ces protéines, le cytochrome c s’associe à Apaf1 et à 
l’ATP, formant l’apoptosome qui permet l’activation de la procaspase-9 puis des caspases-3, 
-6 et -7. L’apoptose indépendante des caspases repose le relarguage d’AIF ou d’EndoG qui 
migrent au noyau pour fragmenter l’ADN (Blondel 2006). 
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Une fois relargué, le cytochrome c se fixe à la protéine adaptatrice cytosolique Apaf-1, ce qui 
provoque un changement de conformation de cette protéine et son oligomérisation de façon 
dépendante de l’ATP. Apaf-1 interagit alors avec la procaspase-9 pour former un complexe 
multiprotéique nommé apoptosome (pour revue (Bratton and Salvesen 2010)). Ce complexe 
provoque l’activation par autoprotéolyse de la caspase-9, ce qui induit l’activation en cascade 
des caspases exécutrices -3 et/ou -7 et de ce fait, conduit à la dégradation des différents 
composants de la cellule (Bao and Shi 2007). Le relargage des protéines Smac/DIABLO et 
HtrA2/Omi entraine l’inhibition des IAP, par séquestration dans le cas de Smac/DIABLO 
(Ho, Li et al. 2007), ou par dégradation dans le cas de HtrA2/Omi (Verhagen, Ekert et al. 
2000, Hegde, Srinivasula et al. 2002) et entraîne entre autres, l’activation de caspase-9 ou -3. 
En parallèle de ces mécanismes, il existe dans la voie intrinsèque une seconde voie 
indépendante des caspases impliquant l’EndoG et l’AIF qui transloquent vers le noyau (figure 
21). L’EndoG est une endonucléase qui coopère avec AIF pour dégrader l’ADN (Li, Luo et 
al. 2001), tandis que L’AIF est une flavoprotéine impliquée dans la condensation de la 
chromatine. 
 Actuellement, deux modèles principaux de PMM sont décrits : le premier repose sur 
une perméabilisation de la membrane externe, notamment via les la formation d’oligomères 
des protéines pro-apoptotiques Bax et Bak, et le second est basé sur la perméabilisation des 
deux membranes via l’ouverture prolongée du pore de transition de perméabilité (PTP) 
(Kroemer, Galluzzi et al. 2007). A ce jour, la composition exacte du PTP est toujours sujette à 
controverse. Initialement, ce canal était considéré comme un complexe constitué de VDAC 
(sur la membrane externe), de l’ANT (sur la membrane interne) et de la cyclophiline D (dans 
la matrice mitochondriale), dont l’activité serait régulée par plusieurs protéines régulatrices 
(Brenner and Grimm 2006) Cependant, il a été démontré dans des modèles génétiques de 
délétions des différents isoformes de VDAC et de l’ANT, que la fonctionnalité du pore est 
conservée, remettant en question la composition du PTP. La cyclophiline D est la seule 
protéine nécessaire à la fonctionnalité du pore et est donc le seul membre dont l’implication 
dans la régulation de l’ouverture du PTP est admise. Récemment d’autres hypothèses ont été 
proposées sur la nature de ce complexe, notamment par l’équipe de Paolo Bernardi qui a 
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C. Stress RE, réponse UPR et apoptose 
 
Même si la réponse UPR a pour but initial d’activer des mécanismes adaptatifs 
permettant un retour à l’homéostasie, en cas de stress RE excessif ou prolongé, les altérations 
ne pouvant plus être compensées, la voie mitochondriale de l’apoptose est activée, ce qui 
permet l’élimination de la cellule pour limiter les dommages à l’organisme. La figure 22 
présente certains des liens connus entre stress RE, voie UPR et mécanismes de déclenchement 




Figure 22. Stress RE, réponse UPR et apoptose.  
IRE1 interagit avec la protéine adaptatrice TRAF2 et ASK1, ce qui entraine la 
phosphorylation de JNK. Ce dernier favorise l’apoptose par phosphorylation et inhibition de 
Bcl-2. CHOP réprime l’expression de Bcl-2 et active celle de Bim ainsi que sa localisation au 
RE. Bak et Bax, dans la membrane du RE, s’oligomérisent et permettent un relargage de 
calcium dans le cytosol, ce qui active les voies mitochondriales de l’apoptose, dépendante et 
indépendante des caspases. D’après (Minamino and Kitakaze 2010). 
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Même si les mécanismes moléculaires responsables du « switch » de la réponse 
adaptative à la réponse apoptotique en réponse au stress RE sont encore mal connus, les 
protéines clés de la réponse UPR ont été impliquées dans le déclenchement de cette mort 
cellulaire (Szegezdi, Logue et al. 2006).  
1. Branche PERK et apoptose 
 
L’activation de la kinase PERK conduit à la phosphorylation d’eIF2 qui induit 
l’expression d’ATF3 et d’ATF4 permettant à leur tour l’expression du facteur CHOP, le 
principal membre de la voie UPR impliqué dans l’apoptose en réponse au stress RE 
(Oyadomari and Mori 2004). Ce facteur de transcription active l’apoptose dans différents 
systèmes, en inhibant l’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (McCullough, 
Martindale et al. 2001) et en activant celle de la protéine pro-apoptotique Bim (pour revue 
(Tsai and Weissman 2010)), du récepteur de mort DR5 (death Receptor 5 ; (Yamaguchi and 
Wang 2004)) et de TRB3 (Tribbles Homolog 3 ; (Ohoka, Yoshii et al. 2005)).   
2. Branche IRE1 et apoptose 
 
La branche IRE1 contribue également à l’apoptose induite par un stress RE prolongé 
en activant la voie TRAF2/JNK (TNF Receptor-Associated Factor 2/c-Jun N-terminal protein 
Kinase) qui entraîne l’inhibition de Bcl-2 par phosphorylation (Urano, Wang et al. 2000). De 
plus, il a été démontré récemment que la stimulation de l’activité RNAse d’IRE1 induirait la 
dégradation par clivage de plusieurs MiRs impliqués dans la répression de l’expression de la 
caspase-2 (tels que MiR -17, -34a, -96, et -125b), ce qui induirait une augmentation du niveau 
d’expression de cette caspase et activerait la voie mitochondriale de l’apoptose (Upton, Wang 
et al. 2012). La branche IRE1, en permettant la production  du facteur de transcritpion XBP1s, 
permet également l’expression du facteur pro-apoptotique (Oyadomari and Mori 2004). 
3. Branche ATF6 et apoptose 
 
En réponse à un stress RE sévère, la branche ATF6 contribue au déclenchement de 
l’apoptose en augmentant l’expression de la protéine pro-apoptotique WBP1 (WW domain 
Binding Protein) et la réduction de l’expression de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 
(induced Myeloid Leukemia Cell differentiation), membre de la famille Bcl-2 (Morishima, 
Nakanishi et al. 2011). ATF6 induit également l’apoptose en activant directement 
l’expression de CHOP (Gotoh, Oyadomari et al. 2002). 
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4. Caspase 12 et apoptose 
 
Outre les protéines de la réponse UPR, il a été mis en évidence chez les rongeurs, 
l’existence de la caspase-12, localisée sur la face cytosolique de la membrane du RE, qui 
serait activée spécifiquement en réponse au stress RE par les calpaïnes (protéases à cystéine 
dépendantes du calcium) en présence de Ca2+ (Nakagawa and Yuan 2000) ou par la voie de 
signalisation dépendante de IRE1 (Yoneda, Imaizumi et al. 2001). Une fois activée par 
clivage, la caspase-12 active la cascade protéolytique des caspases et l’apoptose (Morishima, 
Nakanishi et al. 2002, Rao, Castro-Obregon et al. 2002). Néanmoins, d’autres travaux ont mis 
en évidence dans des cellules de carcinome et de mélanome murins, que l’absence de caspase-
12 n’empêche pas la mort des cellules induite par le stress RE (Jimbo, Fujita et al. 2003, 
Kalai, Lamkanfi et al. 2003), suggérant ainsi que la caspase-12 ne serait pas indispensable au 
processus apoptotique induit par un stress RE. Chez l’homme, la caspase 12 est présente sous 
une forme non fonctionnelle et il a été suggéré que la caspase 4 pourrait remplacer la caspase 
12 dans l’apoptose induite par un stress RE (Hitomi, Katayama et al. 2004). 
5. Calcium, pore de transition de perméabilité mitochondriale et 
apoptose 
 
Plusieurs études ont permis de montrer que RE et les mitochondries forment un réseau 
dynamique à l’intérieur duquel ils coopèrent pour synthétiser des protéines mitochondriales et 
des phospholipides, contrôler l’homéostasie calcique et réguler la mort cellulaire (pour revue 
(Sharaf El Dein, Gallerne et al. 2009)). Bien que le RE et la mitochondrie soient des organites 
distincts, de nombreux travaux montrent de manière claire l’existence d’interactions locales 
entre ces deux compartiments cellulaires. Les interactions entre le RE et la mitochondrie ont 
été mises en évidence par des expériences de cosédimentation, de microscopie électronique et 
confocale et plus récemment par tomographie électronique (Csordas, Thomas et al. 1999). 
Ces travaux montrent que les liens physiques entre le RE et les mitochondries sont de nature 
protéique et ont une longueur de ~10 nm au niveau du REL et de ~25 nm au niveau du RER 
(figure 23). 
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Figure 23. Liaisons physiques entre le RE et la mitochondrie visualisées par tomographie 
électronique.  
(A) Tomogramme d’une coupe de mitochondrie (700 nm de diamètre) de foie de rat, 
permettant  de visualiser de nombreux liens physiques (flèches) avec des vésicules de RE (1, 2 
et 3). (B) Photographie de microscopie électronique et (C) de tomographie électronique de 
cellules montrant une juxtaposition RE/mitochondrie. (D) Modélisation informatique de la 
surface du RE (jaune) et de la membrane externe mitochondriale (rouge). (E) Tomogrammes 
à plus fort grossissement des régions d’interface RE/mitochondrie permettant de visualiser 
des liaisons impliquant les ribosomes (flèches). (F) Modélisation tridimensionnelle des 
tomogrammes permettant d’exposer les liens physiques (en gris) entre la membrane externe 
mitochondriale (en rouge), le RE (en jaune) et les ribosomes (en bleu) (Csordas, Thomas et 
al. 1999). 
 
Ces liens protéiques permettent la juxtaposition étroite des deux organites, ce qui génère 
des microenvironnements appelés microdomaines ou MAM (mitochondria associated 
membranes) qui favorisent les échanges, en particulier les flux calciques, entre le RE et les 
mitochondries (Rizzuto, Pinton et al. 1998). Le rapprochement  RE/mitochondrie est permis 
grâce à la motilité de ces organelles, rendue possible par les microtubules (Friedman, Webster 
et al. 2010). En réponse au stress RE, le nombre de points de contact entre ces deux organelles 
est augmenté, ce qui favorise les échanges et en particulier les transferts calciques. Dans un 
premier temps, ces transferts de calcium du RE vers la mitochondrie stimulent la respiration 
mitochondriale (Bravo, Vicencio et al. 2011), mais s’ils sont trop importants ou maintenus sur 
une durée prolongée, ils déclenchent la voie mitochondriale de l’apoptose. En effet, en 
réponse au stress RE, l’ouverture prolongée de l’IP3R ou du RYR, entraîne une accumulation 
massive de Ca2+ dans la matrice mitochondriale qui conduit à l’ouverture du PTP, à la 
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perméabilisation des membranes mitochondriales et à l’apoptose (Zoratti and Szabo 1995, 
Deniaud, Sharaf el dein et al. 2008). De manière intéressante, l’inhibition ou l’invalidation de 
la cyclophiline D, membre du PTP,  qui est cardioprotective dans un modèle d’infarctus 
(Argaud, Gateau-Roesch et al. 2005, Baines, Kaiser et al. 2005, Argaud, Loufouat et al. 2008) 
a été associée à une diminution des transferts calciques entre le RE et la mitochondrie et au 
déclenchement d’un stress RE protecteur (Belaidi, Decorps et al. 2013). Le rôle des MAM 
dépend donc du contexte et suivant l’intensité ou la durée du stress subit, les échanges entre 
les deux organites vont être protecteurs et permettre à la cellule de s’adapter ou au contraire 
induire l’apoptose. 
 
IV. Le stress RE dans les pathologies cardiaques 
 
Alors que le stress RE est associé depuis plus de 20 ans aux pathologies telles que le 
diabète, les maladies neurodégénératives ou encore à certains cancers, son étude dans le 
domaine des maladies cardiovasculaires est relativement récente puisque la première 
publication date de 2004 (Okada, Minamino et al. 2004). Cette étude démontre que le stress 
RE est activé dans un modèle de surcharge de pression induite par une constriction de l’aorte 
transverse (TAC) chez la souris. Après une semaine de TAC, l’hypertrophie, qui témoigne du 
remodelage du myocarde, est associée à une augmentation de l’expression de différents 
marqueurs de stress RE tels que GRP78 et GRP94. A ce stade, l’apoptose n’est pas 
déclenchée et la fonction cardiaque est préservée. Après 4 semaines, l’hypertrophie devient 
plus importante, le facteur pro-apoptotique de la réponse au stress RE, CHOP est fortement 
exprimé, l’apoptose est déclenchée, et la fraction d’éjection est diminuée, témoignant de la 
transition du stade compensé vers un stade pathologique. Ces travaux sont les premiers à 
avoir suggéré un lien entre le stress RE et le développement de la pathologie cardiaque. 
Depuis, de nombreuses études ont démontré l’implication du stress RE dans la majorité des 
pathologies et modèles de pathologies cardiaques. Tout d’abord, chez la souris, une mutation 
du récepteur KDEL, impliqué dans le contrôle qualité des protéines, induit un stress RE dans 
tout l’organisme. Néanmoins, le principal phénotype observé dans ce modèle est une 
cardiomyopathie dilatée, soulignant la sensibilité du cœur au stress RE (Hamada, Suzuki et al. 
2004). Dans un modèle d’infarctus du myocarde chez le cochon d’inde, le stress RE est activé 
et conduit à l’apoptose, ce qui contribue au développement de la pathologie (Xin, Li et al. 
2011). La mort cellulaire induite par l’ischémie est également associée au stress RE 
(Szegezdi, Duffy et al. 2006). De même, une cardiomyopathie développée par des rats 
Chapitre III : Fonctions du RE, stress RE et pathologies cardiaques 
Introduction   72   
diabétiques (Li, Zhang et al. 2008, Takada, Miki et al. 2012) ainsi que les cardiomyopathies 
alcooliques et auto-immunes ont été associées à une augmentation de l’expression de 
marqueurs de stress RE et à l’apoptose (Mao, Fukuoka et al. 2007, Cai 2008). Dans un 
modèle d’arythmie liée à une mutation des canaux de type HERG, un stress RE est déclenché 
et semble impliqué dans la pathologie (Keller, Platoshyn et al. 2005). Une hyperstimulation 
des récepteurs β-adrénergiques chez le rat et la souris, modèle connu pour induire une 
dysfonction cardiaque, est également associé à un stress RE (Chen, Zhang et al. 2011, Ayala, 
Montenegro et al. 2012, Zhuo, Wu et al. 2013).  Enfin, la cardiotoxicité associée à l’utilisation 
de drogues anti-cancéreuses telles que l’imatinib mesylate (Kerkela, Grazette et al. 2006), 
la doxorubicine (Wang, Yang et al. 2012) ou le cisplatine (Ma, Jones et al. 2010), est 
également lié au stress RE et à l’apoptose des cellules cardiaques, soulignant à nouveau la 
sensibilité du cœur au stress RE. 
Chez l’homme plusieurs études ont également confirmé l’implication du stress RE 
dans les pathologies cardiaques. En effet chez des patients atteints de cardiomyopathie dilatée, 
l’expression de GRP78 et du facteur XBP1s, deux membres clés de la voie UPR, est 
augmentée (Dally, Monceau et al. 2009). De plus, chez des patients ayant subi un infarctus, il 
a été observé dans les cardiomyocytes proches de la zone infarcie, une augmentation de 
l’expression de PDI, un autre marqueur du stress RE (Severino, Campioni et al. 2007).  
L’implication du stress RE dans le développement des pathologies cardiaques est 
aujourd’hui admise et il apparait qu’un stress RE modéré serait bénéfique en déclenchant des 
réponses adaptatives, alors qu’un stress RE plus important provoquerait l’apoptose des 
cardiomyocytes et aggraverait la dysfonction cardiaque.  
 
A. Stress RE délétère et pathologies cardiaques 
 
L’apoptose déclenchée par un stress RE important semble particulièrement délétère 
pour la fonction cardiaque. Il a ainsi été suggéré qu’une inhibition de la réponse au stress RE 
pourrait être une stratégie thérapeutique intéressante pour protéger le myocarde. En faveur de 
cette hypothèse, il a été démontré que des souris invalidées pour le facteur pro-apoptotique 
CHOP développent une hypertrophie moins importante et que leur fonction cardiaque est 
préservée par rapport aux souris sauvages en réponse à une surcharge de pression (Fu, Okada 
et al. 2010). Ces mêmes souris sont également protégées de la mort cellulaire, de 
l’inflammation et du stress oxydant induits dans un modèle d’ischémie reperfusion (Miyazaki, 
Kaikita et al. 2011). De plus, un traitement par des chaperonnes chimiques telles que l’acide 
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Tauroursodeoxycholique (TUDCA) ou le sodium 4-phenyl-butyrate (PBA), qui limitent le 
stress RE, diminue l’apoptose, l’hypertrophie et limite la perturbation de la fonction cardiaque 
induite par l’ischémie (Ceylan-Isik, Sreejayan et al. 2011, Ayala, Montenegro et al. 2012, 
Park, Cha et al. 2012) ou par un régime riche en acides gras (Turdi, Hu et al. 2013). Par 
ailleurs, le salubrinal, une molécule décrite comme inhibant la branche PERK de la voie UPR, 
protège les rats de la dysfonction cardiaque induite par surcharge de pression ou par hyper 
stimulation des récepteurs  β-adrénergiques (Dalal, Foster et al. 2012, Liu, Wang et al. 2014). 
Enfin, le post-conditionnement qui consiste en une réoxygénation progressive du cœur après 
une phase d’ischémie, et qui est connu pour protéger de la mort cellulaire déclenchée lors de 
la réoxygénation complète, est associé à une diminution du stress RE (Liu, Zhang et al. 2008, 
Dong, Teng et al. 2010, Gan, Hu et al. 2012). 
Le rôle bénéfique des β-bloquants dans l’insuffisance cardiaque a également été 
associé à une inhibition du stress RE. En effet, un traitement avec du metoprolol, un β-
bloquant sélectif des récepteur β-1, dans un modèle d’insuffisance cardiaque chez le chien, 
limite les altérations de la fonction cardiaque et diminue l’expression de marqueurs de stress 
RE (George, Sabbah et al. 2011). De plus, la dysfonction cardiaque induite par l’isoprénaline 
(agoniste des récepteurs β-adrénergiques) ou une constriction de l’aorte transverse est 
protégée par un traitement avec un β-bloquant (metoprolol ou propanolol) et cette protection 
est associée à une diminution du stress RE (Ni, Zhou et al. 2011). En complément de ces 
publications, un nombre important de molécules cardioprotectrices ont très récemment été 
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Molécule Modèle Référence 
Atorvastatin Infarctus du myocarde (rat) (Song, Yang et al. 2011) 
Kaempferol Ischémie/reperfusion (rat) (Kim, Ha et al. 2008) 
Darbepoetin Cardiomyopathie auto-immune (lapin) (Mao, Iwai et al. 2008) 
Telmisartan Constriction de l’aorte abdominale (rat) (Guan, Shangguan et al. 2011) 
Valsartan Cardiomyopathie diabétique (rat) (Wu, Dong et al. 2011) 
Klotho Hyperstimulation des récepteurs β-
adrénergiques (isoproterenol) (souris) 
(Song, Gao et al. 2013) 
Panax 
quinquefolius 
Infarctus du myocarde (rat) (Xue, Liu et al. 2013) 
Corydalis tuber Infarctus du myocarde (rat) (Xue, Liu et al. 2013) 
Pravastatin Constriction de l’aorte transverse 
(souris) 
(Zhao, Liao et al. 2008) 
sulfide d’hydrogène  Hyperhomocystéinémie (rat) (Wei, Zhang et al. 2010) 
Fasudil Ischémie/reperfusion (rat) (Li, Zhu et al. 2012) 
Icariin Tunicamycine (H9c2) (Zhang, Li et al. 2013) 
O-GlcNAc Ischémie/reperfusion et Tunicamycine 
(Cardiomyocytes néonataux de rat) 
(Ngoh, Hamid et al. 2009) 
Salusins Infarctus du myocarde (rat) (Wang, Wang et al. 2012) 
Baicalin Tunicamycine (Cardiomyocytes 
néonataux de rat) 
(Shen, Wang et al. 2014) 
Salubrinal Hypoxie et tunicamycine 
(Cardiomyocytes néonataux de rat), 
ligation de l’artère coronaire (rat) 
(Liu, Li et al. 2012, Liu, Wang 
et al. 2014) 
Exendin 4 Hyperglycémie (Cardiomyocytes 
néonataux de rat) 
(Younce, Burmeister et al. 2013) 
Argirein Streptozotocin (rat) (Shi, Cheng et al. 2013) 
Apelin Régime riche en graisses (souris) (Ceylan-Isik, Kandadi et al. 
2013) 
CYP2J2 Isoprotérénol et angiotensine II (souris) (Wang, Ni et al. 2014) 
5-
Methoxytryptophan 
Ischémie reperfusion (rat) (Chou and Chan 2014) 
Ursolic acid Choc thermique (souris) (Yang, Li et al. 2014) 
 
Tableau 1 : Molécules dont les effets cardioprotecteurs sont liés à une diminution du stress 
RE. Dans l’ensemble de ces modèles, la dysfonction cardiaque est associée au stress RE et à 
l’apoptose. Toutes les molécules listées limitent l’augmentation des marqueurs de stress RE, 
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B. Stress RE bénéfique et pathologies cardiaques 
 
En opposition avec les différents travaux mentionnés ci-dessus, d’autres études ont 
suggéré que non seulement l’inhibition de la réponse au stress RE ne serait pas bénéfique 
mais au contraire qu’elle augmenterait l’atteinte cardiaque. Par exemple, il a été démontré 
qu’un pré-conditionnement, consistant en plusieurs courtes périodes d’ischémie, connu pour 
préparer les cardiomyocytes et les protéger des dommages et de la mort cellulaire induits par 
une phase d’ischémie plus longue, a été associé à un stress RE jouant un rôle protecteur. En 
effet, le pré-conditionnement limite la mort cellulaire lors de la réoxygénation et induit un 
stress RE modéré qui conduit à l’activation de p38 MAPK et à l’augmentation de l’expression 
de la calréticuline. Dans ces conditions, l’inhibition de la réponse au stress RE diminue 
l’augmentation de l’expression de la calréticuline et bloque les effets protecteurs induits par 
l’ischémie-reperfusion (Zhu, Liu et al. 2006). Il a également été mis en évidence que la 
protection de souris invalidées pour la cyclophiline D contre les atteintes cardiaques induites 
par l’ischémie-reperfusion est associée à un stress RE bénéfique et que l’inhibition de ce 
stress RE lève la protection des cardiomyocytes (Belaidi, Decorps et al. 2013). D’autres parts, 
en réponse à l’hypoxie, l’invalidation de XBP1 ou d’ATF6 bloque l’augmentation de 
l’expression de protéines chaperonnes induite par un stress RE ce qui augmente la mort 
cellulaire (Thuerauf, Marcinko et al. 2006, Doroudgar, Thuerauf et al. 2009). Enfin, les 
publications ayant suggéré que les effets bénéfiques du post-conditionnement seraient liés à 
un blocage du stress RE (cf paragraphe précédent) ont été remises en cause par une étude qui 
suggère au contraire que le post-conditionnement permet l’activation de la réponse UPR et 
l’induction de protéines chaperonnes jouant un rôle protecteur (Natarajan, Salloum et al. 
2009, Xu, Liu et al. 2009). 
Le rôle adaptatif et bénéfique du stress RE dans la protection contre le développement 
des pathologies cardiaques semble être lié en particulier à une augmentation de l’expression 
de protéines chaperonnes. En effet, en réponse à l’ischémie-reperfusion, la branche ATF6 de 
la voie UPR est activée et induit l’augmentation importante de l’expression de protéines 
chaperonnes cardioprotectrices telles que PDIA6, GRP78 et GRP94 (Vekich, Belmont et al. 
2012). Des souris qui surexpriment de manière inductible une forme active d’ATF6 
présentent une augmentation plus importante de l’expression de ces chaperonnes en réponse à 
l’ischémie-reperfusion et sont protégées de la mort cellulaire (Martindale, Fernandez et al. 
2006). De plus, l’extinction de GRP78, la protéine chaperonne clé de la réponse au stress RE, 
augmente l’atteinte cardiaque induite par l’ischémie (Shintani-Ishida, Nakajima et al. 2006, 
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Alcendor, Gao et al. 2007), alors que l’augmentation pharmacologique ou moléculaire de son 
expression protège les cardiomyocytes de la mort cellulaire (Pan, Lin et al. 2004, Zhang, Lun 
et al. 2004, Fu, Minamino et al. 2008). Dans un modèle d’insuffisance cardiaque induite par 
une surcharge de pression (TAC), la surexpression de PDI, une chaperonne régulée par la voie 
UPR, est cardioprotectrice et protège de la dysfonction cardiaque. Enfin, chez des patients 
ayant subi un infarctus, il a été observé dans les cardiomyocytes proches de la zone infarcie 
que l’augmentation de l’expression de PDI est inversement proportionnelle à l’apoptose 
(Severino, Campioni et al. 2007).  
 
En conclusion, l’ensemble de ces études a permis de démontrer l’importance du stress 
RE dans le développement des pathologies cardiaques. Ce stress RE peut être dans certains 
cas bénéfique et s’opposer au développement de la pathologie et dans d’autres cas délétères et 
favoriser le développement de la maladie. Ces résultats, qui ont dans un premier temps pu 
paraitre contradictoires, ont permis l’émergence des notions de stress RE adaptatif dans le 
cadre d’un stress RE modéré et de stress RE délétère lorsque le stress RE est intense ou 
prolongé. Dans ce contexte, l’inhibition des réponses délétères induites par le stress RE (telles 
que l’expression du facteur CHOP) ou l’activation des réponses adaptatives (telles que 
l’augmentation de l’expression de protéines chaperonnes) protège le cœur et limite le 
développement de la pathologie. Ainsi, l’objectif actuel des recherches sur le stress RE en 
physiopathologie cardiaque vise non pas à inhiber la réponse au stress RE mais plutôt à la 
moduler, de manière à conserver les réponses adaptatives bénéfiques tout en limitant la 
survenue de l’apoptose délétère. Il apparait donc important de mieux comprendre les 
mécanismes de la réponse UPR et d’identifier de nouveaux acteurs de la régulation du stress 
RE dans le cardiomyocyte. Au cours de mes travaux de thèse, je me suis en particulier 
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Chapitre IV : SIRTUINE 1 
 




SIR2, le premier gène de la famille des sirtuines a été découvert chez la levure 
S.cerevisiae en 1979 par Klar et al. (Klar, Fogel et al. 1979) et fut d’abord appelé MAR1 
(pour Mating-type Regulator 1). Ce gène a été identifié en étudiant des mutations spontanées 
causant la stérilité et entrainant une levée de l’inhibition de certains loci de type HMR et 
HML situés à proximité de télomères. Ces travaux ont été complétés par la découverte 
d’autres mutations entrainant également la stérilité et l’ensemble de cette famille de gènes a 
été renommés SIR (1-4) pour Silent Information Regulator  (Rine and Herskowitz 1987).  
Sir2 est devenue la cible de nombreux de projets de recherche suite à un article publié 
en 2000 dans Science par l’équipe de L. Guarente qui montre que chez la levure, les effets 
bénéfiques de la restriction calorique sur la longévité sont dépendants de Sir2α (Lin, Defossez 
et al. 2000). La restriction calorique est la méthode la plus efficace pour accroitre la longévité 
de différents organismes dont des mammifères tels que le rongeur (Swindell 2012) et le 
primate (Colman, Anderson et al. 2009, Colman, Beasley et al. 2014). La nécessité de Sir2α 
dans ce processus a donc permis l’élaboration de l’hypothèse selon laquelle Sir2α serait une 
cible, qui en étant activée de manière pharmacologique, pourrait reproduire les effets de la 
restriction calorique sur la longévité. L’engouement pour Sir2α était né, de nombreux groupes 
de recherches ce sont alors intéressés aux sirtuines.   
 
B. Les différents isoformes de la famille des sirtuines 
 
Chez les mammifères, la famille des sirtuines comprend sept membres (SIRT1 à 7, 
pour revue voir (Michan and Sinclair 2007)). Ces isoformes ont en commun une séquence 
conservée de 275 acides aminés correspondant au domaine portant l’activité catalytique. Les 
domaines N et C terminaux sont de longueurs et de séquences variables conférant aux 
sirtuines différentes fonctions et différentes localisations cellulaires (tableau 2). Ainsi, SIRT1 
et SIRT2 ont été localisées dans le cytoplasme, SIRT6 et SIRT7 dans le noyau et SIRT3, 
SIRT4 et SIRT5 dans la mitochondrie. Ces différents isoformes ont des activités 
enzymatiques de déacétylase dépendante du NAD+ (SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT5 et SIRT7) 
et de mono-ADP rybosyl transferase (SIRT2, SIRT3, SIRT4 et SIRT6). Récemment, des 
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activités enzymatiques de dessuccinylase, de demalonylase et de deglutarylase ont également 
été attribuées à SIRT5.  
Dans différents types cellulaires et notamment dans les cardiomyocytes, SIRT1 a été 
localisée à la fois dans le noyau et dans le cytoplasme (Nasrin, Kaushik et al. 2009, Tanno, 
Kuno et al. 2010, Tong, Morrison et al. 2013), la translocation entre ces deux compartiments 
étant régulée par des modifications post-traductionelles qui seront détaillées dans la suite de 
ce manuscrit. Par ailleurs, il a été montré dans des cellules Hela, que cette déacétylase pouvait 
être localisée dans la mitochondrie et être associée à PGC-1α, Tfam et à l’ADN 
mitochondrial, participant ainsi directement à l’expression des protéines codées par le génome 
mitochondrial et à la biogénèse mitochondriale (Aquilano, Vigilanza et al. 2010). Bien que 
cette localisation de SIRT1 ait été également observée dans des cellules neuronales 
(Thompson, Dave et al. 2013), la présence de SIRT1 dans la mitochondrie est encore sujette à 
controverse, car d’autres études n’ont pas permis de détecter SIRT1 dans la fraction 
mitochondriale de cellules musculaires (Gurd, Yoshida et al. 2011).  
 
C. Activité de la sirtuine 1 
 
Au cours de ma thèse je me suis plus particulièrement intéressé à SIRT1 et à son 
activité de déacétylase. SIRT1 est une déacétylase de type III, elle a donc besoin du cofacteur 
NAD+ pour fonctionner. Comme le montre la figure 24, SIRT1 catalyse le transfert du 
groupement acétyl d’une protéine au NAD+, produisant ainsi du 2-O-acetyl-ADP-ribose et du 
nicotinamide (NAM). Cette déacétylation qui a lieu sur un résidu lysine est une modification 
post-traductionnelle qui va avoir pour conséquence l’augmentation ou l’inhibition de l’activité 
de la protéine ainsi modifiée. SIRT1 a d’abord été considérée comme une histone déacétylase 
(Imai, Armstrong et al. 2000), mais en 2001, p53, une cible non-histone de SIRT1 a été 
découverte (Vaziri, Dessain et al. 2001). Depuis, de nombreuses protéines cibles non-histones 
incluant entre autres p53, PGC-1α ou encore FOXO, ont été découvertes comme étant 
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métabolisme, biogénèse et fonction 
mitochondriale, réponse au stress oxydant, 
autophagie, apoptose, inflammation, 
stabilité du génome, réparation des 








Nécrose programmée, prolifération, 
stabilité du génome 
(Kim, 
Vassilopoulos 
et al. 2011, 
Newton, 
Hildebrand et 
al. 2014, Wu, 







Biogénèse, dynamique et métabolisme 
mitochondrial,  réponse au stress oxydant 
(Bause, 
Matsui et al. 
2013, Rato, 
Duarte et al. 
2014, Samant, 






Réparation des dommages à l’ADN, 
métabolisme des acides gras, métabolisme 
mitochondrial, réponse à l’hypoxie 
(Laurent, de 
Boer et al. 
2013, Liu, Che 
et al. 2013, 







Métabolisme mitochondrial, biogénèse 
mitochondriale, protection contre les 
espèces réactives de l’oxygène. 
(Lin, Xu et al. 
2013, Liu, Che 
et al. 2013, 
Buler, 







Stabilité du génome et des télomères, 
expression du génome, réparation des 
dommages à l’ADN 
(Beauharnois, 
Bolivar et al. 
2013) 
SIRT7 Noyau Deacetylase 
Synthèse d’ARNt et d’ARNr, biogénèse 
des ribosomes,  prolifération, morphologie 
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Figure 24 : Représentation schématique d’une réaction de déacétylation catalysée par 
SIRT1. SIRT1 catalyse le transfert d’un groupement acétyl d’une protéine au NAD+ 
produisant ainsi du 2-O-acetyl-ADP-ribose et du nicotinamide (NAM). 
 
 
II. Régulation de l’expression et de l’activité de SIRT1 
 
 
A. Régulation de l’expression de SIRT1 
 
1. Régulation de la transcription de SIRT1 
 
Un nombre importants de protéines régulent directement l’expression de SIRT1 en se 
fixant sur son promoteur. Ces facteurs de transcriptions sont listés dans le tableau 3. Parmi ces 
facteurs nous pouvons citer ATF4, dont l’expression est augmentée en réponse au stress RE, 
et p53 activée en réponse au stress génotoxique. FOXO et PPARα sont impliqués dans 
l’augmentation de la longévité induite par la restriction calorique en stimulant l’expression de 
SIRT1. De manière intéressante il a également été démontré qu’une augmentation de la 
disponibilité en NAD+, en plus d’augmenter l’activité enzymatique de SIRT1, permet 
également d’augmenter son expression (Rogina and Helfand 2004, Rodgers, Lerin et al. 
2005). Un mécanisme expliquant cette activation transcriptionnelle de SIRT1 a été proposé 
par Zhang et al. en 2007 (Zhang, Wang et al. 2007). CtBP, une protéine nucléaire régulée par 
le NAD+ (pour revue, voir (Chinnadurai 2002)), est un corepresseur transcriptionnel qui 
s’associe avec le répresseur transcriptionnel HIC1 se fixant sur le promoteur de SIRT1 (Chen, 
Wang et al. 2005). Lorsque le niveau de NAD+ augmente, l’interaction CtBP/HIC1 est 
réduite, HIC1 libère le promoteur de SIRT1 et la transcription de cette sirtuine est augmentée. 
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Protéine Modèle étudié 
Régulation 
SIRT1 
Rôle physiologique Référence 
FoxM1 Gliome ↑ 
Bloque l’apoptose et favorise la 
prolifération cellulaire 





Protège des altérations du 
métabolisme lié à un trouble des 
rythmes circadiens 








Protège des dommages à l’ADN 
en réponse à un stress oxydant 
(Antoniali, Lirussi 
et al. 2014) 
NFκB Cancer rénal ↑ 
Protège de l’apoptose en 
réponse à l’inflammation 







Protège de l’apoptose 








Protège de l’apoptose et des 
dommages à l’ADN 






Protège de l’apoptose et des 
dommages à l’ADN 
(Wang, Chen et al. 
2006) 
Nkx2.5 Cardiomyocytes ↑ 
Protège de l’apoptose en 
réponse à un traitement à la 
doxorubicine 





↑ Inhibe la tumorogénèse 
(Yuan, Minter-






Augmente l’expression de 
SIRT1 en réponse à la 
restriction calorique 
(Nemoto, 







Protège de l’apoptose induite 
par HIC1 et p53 en réponse aux 
dommages à l’ADN 
(Chen, Wang et al. 
2005) 
PPARα Hépatocytes ↑ 
L’augmentation de l’expression 
de SIRT1 par PPARα participe 
aux effets bénéfiques de la 
restriction calorique sur la 
longévité 
(Hayashida, 
Arimoto et al. 
2010) 
Sp1 Hépatocytes ↑ 
Augmente l’expression de 
SIRT1 en réponse à la 
restriction calorique 
(Okazaki, Iwasaki 





PPARγ est augmentée au cours 
du vieillissement et participe à 
la sénescence en diminuant 
l’expression de SIRT1 
(Han, Zhou et al. 
2010) 
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2. Régulation de la stabilité de l’ARNm de SIRT1 
 
Un nombre important de Micro ARN a été identifiés dans différentes modèles comme 
étant capables de se lier à l’ARNm de SIRT1 et d’en limiter la traduction. Le tableau 4 
présente de manière non exhaustive les principaux MiRs qui ont été impliqués dans la 
régulation de l’ARNm de SIRT1. 
 
Tableau 4: Micro ARN impliqués dans la régulation de l’expression de SIRT1 
 
 




L’inhibition transcriptionelle de SIRT1 est 
nécessaire pour déclencher l’angiogenèse 






L’augmentation de l’expression de SIRT1 
pendant l’ischémie est associée à la diminution 
du Mir 199a-5p 






MiR204 est diminué dans le cancer, ce qui 
permet l’augmentation de l’expression de 
SIRT1, la prolifération et la résistance à la mort 
cellulaire 
(Zhang, Wang 





MiR29c est diminué dans le cancer, ce qui  
permet l’augmentation de l’expression de 
SIRT1, la prolifération et la résistance à la mort 
cellulaire. Un taux faible de MiR29c est associé 
à un mauvais diagnostic chez les patients 
atteints de cancer du foie 





MiR142 est augmenté dans plusieurs 
pathologies neurodégénératives, ce qui diminue 







cancer de colon 
La surexpression du MiR34a diminue 
l’expression de SIRT1 et induit l’apoptose 
(Yamakuchi, 
Ferlito et al. 
2008) 
MiR 146b 3T3-L1 
L’inhibition du MiR146b augmente 
l’expression de SIRT1 et inhibe la formation 
d’adipocytes 




cancer des os 
MiR126 est diminué dans des cellules de 
cancer des os. Une surexpression de ce MiR 
limite la prolifération cellulaire 
(Xu, Liu et al. 
2013) 
MiR 138 Neurones 
Une diminution de MiR138 induit 
l’augmentation de l’expression de SIRT1 
nécessaire pour la croissance des axones 





L’augmentation de l’expression du MiR195 par 
un traitement au glucose inhibe l’expression de 
SIRT1 et est impliquée dans la rétinopathie 
induite par le glucose 
(Mortuza, Feng 
et al. 2014) 
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Récemment un ARN non codant appelé Sirt1 AS lncRNA a été découvert  comme 
pouvant se lier à l’ARNm de SIRT1, ce qui limite l’inhibition de sa traduction par le MiR 
34a. Cet ARN stimule ainsi l’augmentation de l’expression de SIRT1 dans un modèle de 
cellules musculaires C2C12 (Wang, Pang et al. 2014). L’expression de SIRT1 est également 
régulée par HuR, une protéine connue pour se fixer sur des ARNm et pour en réguler la 
stabilité. De manière intéressante, un stress oxydant entraine une dissociation de l’ARNm de 
SIRT1 et de HuR (suite à la phosphorylation de HuR par Chk2), réduisant ainsi la stabilité de  
de cet ARNm, ce qui diminue l’expression de SIRT1 (Abdelmohsen, Pullmann et al. 2007). 
Enfin, une étude très récente a montré l’existence d’un épissage alternatif du pré-ARNm de 
SIRT1. Cet épissage permettant la traduction d’un autre isoforme de SIRT1 dépourvue de 
l’exon 8. (Zhao, Zhao et al. 2014). 
 
3. Régulation de la stabilité de la protéine SIRT1 
 
Une étude a démontré que l’augmentation de l’expression de SIRT1 en réponse à la 
restriction calorique dans des cellules cancéreuses n’est pas liée à une augmentation de la 
transcription de SIRT1, mais plutôt à une augmentation de la stabilité de la protéine, en 
limitant son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome (Han, Zhao et al. 2014). De 
plus, il a été démontré que les cœurs de rats âgés subissent un stress oxydatif plus important 
en réponse à l’ischémie-reperfusion. Cette sensibilité serait liée à une diminution de l’activité 
de SIRT1 en réponse à sa carbonylation induite par le stress oxydant (Gu, Xing et al. 2013).  
 
B. Régulation de l’activité de SIRT1  
 
1. Régulation de l’activité de SIRT1 par la disponibilité en NAD+ 
 
La nécessité du NAD+ pour l’activité de SIRT1, associée à un Km élevé (estimé à 
environ 150-200µM, (Smith, Hallows et al. 2009)), fait de la disponibilité de ce cofacteur une 
étape clé dans la régulation de SIRT1 (Imai, Armstrong et al. 2000, Landry, Slama et al. 2000, 
Lin, Defossez et al. 2000). Ainsi, une augmentation importante de l’activité de SIRT1 est 
observée lorsque des cellules en culture ou des souris sont traitées avec du nicotinamide 
riboside (NR) qui est rapidement transformé en NAD+, notamment par les kinases de la 
famille NRK (Nicotinamide Ribosides Kinases) (Bieganowski and Brenner 2004, Canto, 
Houtkooper et al. 2012). Par ailleurs, la diminution de l’expression de protéines 
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consommatrices de NAD+, telles que PARP-1 ou CD38, induit une augmentation du NAD+ 
disponible et stimule l’activité de SIRT1 (Bai, Canto et al. 2011). A l’inverse, le produit des 
réactions de déacétylations des protéines, le nicotinamide (NAM), est un puissant inhibiteur 
de SIRT1 (Landry, Slama et al. 2000, Anderson, Bitterman et al. 2003). Une stimulation de la 
Nampt (Nicotinamide phosphoribosyltransferase), enzyme impliquée dans la synthèse du 
NAD+ à partir du NAM, induit une augmentation importante de l’activité de SIRT1 en 
augmentant le taux de NAD+ dans la cellule, alors qu’une délétion de cette enzyme diminue 
l’activité de SIRT1 (Wang, Hasan et al. 2011).  
Dans une situation de stress comme la restriction calorique ou l’activité physique, 
l’accumulation du NAD+ active SIRT1, ce qui  stimule la biogénèse mitochondriale et permet 
de faire face à la demande énergétique importante induite par le stress. De plus, lors de ces 
stress, le rapport ATP/AMP diminue, ce qui augmente l’activité de l’AMPK (AMP activated 
Kinase). Une fois activée, cette kinase induit l’augmentation de l’expression de la Nampt, ce 
qui stimule la resynthèse de NAD+ et donc l’activité de SIRT1 (Fulco, Cen et al. 2008). La 
forte activation de SIRT1 en réponse à un stress métabolique, fait donc de cette déacétylase 
un senseur métabolique permettant l’adaptation des capacités de productions énergétiques en 
fonction de la consommation et des besoins énergétiques de la cellule (pour revue, voir 
(Houtkooper, Canto et al. 2010)).  
 
2. Régulation de l’activité de SIRT1 par modification post-traductionnelle  
 
a. Régulation par phosphorylation 
En réponse à différents type de stress, tels qu’un stress génotoxique, un stress oxydant 
ou encore une perturbation de l’homéostasie calcique, SIRT1 est phosphorylée sur plusieurs 
résidus, parmi lesquels on peut citer Thr522, Thr530, Ser27, Ser47, Ser154, Ser434, Ser540, 
Ser649, Ser651, Ser659, Ser661 et Ser683. Ces phosphorylations sont régulées par différentes 
kinases dont neuf ont été identifiées à ce jour : JNK1 (Nasrin, Kaushik et al. 2009), PKA 
(Gerhart-Hines, Dominy et al. 2011), CK2 (Kang, Jung et al. 2009), mTOR ((Back, Rezvani 
et al. 2011), DYRK1A et DYRK3 (Guo, Williams et al. 2010), cyclinB/Cdk1 (Sasaki, Maier 
et al. 2008), CDK5 (Bai, Liang et al. 2012) et CAMKII (ca2+/calmodulin kinase II (Wen, 
Chen et al. 2013)). 
Le rôle de ces phosphorylations n’est pas totalement élucidé, mais de manière 
générale, la phosphorylation de SIRT1 est considérée comme une modification entrainant une 
augmentation de son activité. Selon certains auteurs, l’activation de SIRT1 par 
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phosphorylation serait liée à une diminution de l’agrégation de cette protéine, limitante pour 
son activité (Guo, Williams et al. 2010). Dans d’autres études, cette phosphorylation est 
décrite comme régulatrice de la translocation de SIRT1 du cytoplasme vers le noyau. SIRT1 
une fois phosphorylée serait adressée au noyau pour réguler l’activité de protéines nucléaires, 
notamment des facteurs de transcription et des histones (Nasrin, Kaushik et al. 2009). Il a 
également été démontré que la phosphorylation de SIRT1 induit un changement 
conformationel de la protéine, permettant une meilleure accessibilité aux substrats acétylés et 
une dissociation plus rapide des substrats déacétylés (Sasaki, Maier et al. 2008, Guo, 
Williams et al. 2010). Enfin, bien que la régulation directe de l’activité de SIRT1 par JNK2 ne 
soit pas encore démontrée, la délétion de JNK2 entraine une diminution de la phosphorylation 
de SIRT1 sur le résidu Ser27, associée à une diminution de la demi-vie de SIRT1 (Ford, 
Ahmed et al. 2008). Il est également intéressant de mentionner qu’une phosphorylation 
maintenue sur une longue durée induit la dégradation de SIRT1 (Gao, Zhang et al. 2011). 
b. Régulation par nitrosylation, methylation et sumoylation 
En réponse à un stress induit par l’oxyde nitrique, GAPDH est nitrosylée, se lie à la 
protéine Siah1 et transloque dans le noyau où ce complexe nitrosyle SIRT1 sur les résidus 
Cys387 et Cys390, inhibant ainsi son activité (Kornberg, Sen et al. 2010). SIRT1 est 
également methylée sur de nombreux résidus lysines (Lys233, 235, 236, 238). Cette 
méthylation est régulée par la methyltransferase Set7/9, est augmentée lors de dommages à 
l’ADN et inhibe l’activité de SIRT1 (Liu, Wang et al. 2011). D’autres études ont également 
montré que SIRT1 est sumoylée sur le résidu lysine 734 et désumoylée par la désumoylase 
nucléaire SENP1. Cette sumoylation permettrait de maintenir SIRT1 dans le noyau et 
d’augmenter son activité transcriptionelle. Une activation de la sumoylase SENP1 induite par 
un stress oxydant, entraine une désumoylation responsable d’un défaut de translocation de 
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3. Régulation de l’activité de SIRT1 par interactions avec d’autres protéines 
 
a. Régulation par DBC1 
DBC1 pour Deleted in Breath Cancer 1 est une protéine récemment découverte qui 
comme son nom l’indique serait absente dans des cellules tumorales de cancer du sein. Cette 
protéine est capable de se fixer sur la partie catalytique de SIRT1 et d’inhiber  son activité 
((Kim, Chen et al. 2008, Zhao, Kruse et al. 2008). SIRT1 peut réguler par elle-même son 
activité par un changement conformationnel entrainant un rapprochement entre le domaine 
d’activité déacétylase et un domaine appelé ESA (Esssential for SIRT1 Activity). L’inhibition 
induite par DBC1 serait liée à une limitation de l’interaction entre ces deux domaines (figure 
25, (Kang, Suh et al. 2011)). 
 
Figure 25 : Représentation schématique de l’auto-régulation de l’activité de déacétylase de 
SIRT1 et présentation du rôle de DBC1 dans ce processus. Le rapprochement du domaine 
ESA et du domaine portant l’activité catalytique stimule la déacétylation des substrats de 
SIRT1. La perturbation de ce rapprochement induit par une double mutation (GPDR pour 
Gly 644→Pro (G644P) and Asp 650→Arg (D650R)) inhibe la déacétylation des substrats de 
SIRT1. DBC1 se fixe au domaine portant l’activité de déacétylase de SIRT1 par le biais de 
son domaine LZ (Leucine Zipper) et bloque l’accès au domaine ESA. D’après (Kang, Suh et 
al. 2011). 
 
Certains auteurs ont ainsi émis l’hypothèse que différents mécanismes capables de 
réguler l’activité de SIRT1 permettraient en fait de limiter l’interaction SIRT1/DBC1 et ainsi 
de conserver son activité de déacétylase. Dans ce contexte, il a été démontré que l’AMPK, 
dont l’activation est connue pour stimuler SIRT1 régulerait l’interaction SIRT1/DBC1. 
L’activation de SIRT1 par l’AMPK serait donc liée à la dissociation de SIRT1 et de DBC1 
(Nin, Escande et al. 2012).  
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b. Régulation par AROS 
AROS (pour Active Regulator Of SIRT1) est une protéine nucléaire de 142 acides 
aminés dont la première fonction découverte en 2007 est d’activer SIRT1 (Kim, Kho et al. 
2007). Une forme purifiée de cette protéine est en effet capable de se lier à SIRT1 et 
d’augmenter son activité de déacétylase. Une étude plus récente suggère qu’AROS module 
l’activité de SIRT1 de manière antagoniste à l’inhibition induite par DBC1 (Raynes, Pombier 
et al. 2013). Cependant, il a récemment été démontré qu’AROS joue également un rôle dans 
la survie de cellules cancéreuse de manière indépendante à son rôle sur l’activité de SIRT1 
(Knight, Allison et al. 2013). 
 
III. Les cibles de SIRT1 
 
L’étude intensive du rôle de SIRT1 (2784 articles ont été publiés sur SIRT1 depuis 
1995), a permis la découverte de nombreuses protéines cibles de cette déacétylase, 
l’impliquant dans un grand nombre de processus cellulaires. Cependant, beaucoup de ces 
cibles ont été découvertes en utilisant le resveratrol, un activateur indirect et non spécifique de 
SIRT1. Dans ce chapitre j’ai donc choisi de faire une liste non exhaustive des principaux 
processus dans lesquels SIRT1 est impliqué en m’appuyant uniquement sur les travaux où la 
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Figure 26 : Schéma récapitulatif de la régulation de SIRT1 et des principaux processus 
dans lesquels cette déacetylase est impliquée. 
 
A. SIRT1 et le métabolisme énergétique  
 
SIRT1 est considérée comme un senseur métabolique puisqu’en réponse à une 
diminution des rapports NADH/NAD+ et ATP/AMP, son activité est augmentée et permet de 
rétablir l’homéostasie de la cellule, notamment grâce à son action sur  PGC-1α. SIRT1 en 
déacétylant PGC-1α, stimule l’activité des nombreux facteurs de transcription régulés par  ce 
cofacteur transcriptionel, parmi lesquels on peut citer PPARα, ERRα et NRF1 connus 
pour stimuler la biogénèse mitochondriale et l’utilisation des substrats énergétiques 
glycolytiques et lipidiques (Vega, Huss et al. 2000, Huss, Torra et al. 2004). SIRT1 déacétyle 
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protéine clé de la régulation du métabolisme énergétique qui phosphoryle et stimule l’activité 
de PGC-1α, inhibe la synthèse des protéines et des lipides et favorise l’oxydation du glucose 
et des acides gras (pour revue voir (Russo, Russo et al. 2013)). De manière intéressante, il a 
récemment été proposé que des produits de la réaction de déacétylation catalysée par SIRT1 
pourraient jouer un rôle important dans les processus régulés par cette sirtuine. En effet,  le 
NAM produit par SIRT1 pourrait être méthylé et ainsi réguler la longevité chez C. elegans 
indépendamment de SIRT1 (Schmeisser, Mansfeld et al. 2013). De plus le métabolite 1-O-
acetyl ADP ribose, produit de manière spécifique lors de la déacétylation d’un substrat par 
SIRT1, pourrait moduler l’activité de certaines protéines et limiterait l’accumulation d’acides 
gras dans les hépatocytes en condition pathologique (Pazienza, Borghesan et al. 2014). De 
plus, SIRT1 participe également aux régulations du métabolisme liées aux rythmes circadiens 
en déacétylant BMAL1/CLOCK (Nakahata, Kaluzova et al. 2008). 
 
B. SIRT1 et les défenses anti-oxydantes 
  
A ce jour, la régulation de l’activité de SIRT1 en réponse au stress oxydant est encore 
sujette à controverse. En effet, alors que certains auteurs démontrent que le stress oxydant 
diminue l’activité de SIRT1 (Yang, Fu et al. 2007, Gu, Xing et al. 2013), d’autres auteurs 
suggèrent que le stress oxydant induit une augmentation de l’expression de SIRT1 (Kim, 
Nguyen et al. 2007, Prozorovski, Schulze-Topphoff et al. 2008). Quoi qu’il en soit, de par son 
action sur NRF2 (Kawai, Garduno et al. 2011), sur FoXO3a (Brunet, Sweeney et al. 2004) et 
sur PGC-1α, SIRT1 protège du stress oxydant en stimulant l’expression d’enzymes 
impliquées dans les défenses anti-oxydantes telles que la MnSOD et la catalase (pour revue, 
voir (Radak, Zhao et al. 2013)). Il a en outre été démontré que la deacetylation de FoXO3a ou 
de PGC-1α favorise la formation d’un complexe entre ces deux protéines et que ce complexe 
est nécessaire pour la stimulation des défenses anti-oxydantes (Olmos, Sanchez-Gomez et al. 
2013). 
 
C. SIRT1 et l’apoptose 
 
La première cible non-histone de SIRT1 découverte en 2001 est p53 (Vaziri, Dessain 
et al. 2001) dont la déacétylation par SIRT1 inhibe l’activité et limite le déclenchement de 
l’apoptose. Depuis, d’autres cibles ont été découvertes telles que Ku70 (Jeong, Juhn et al. 
2007), FOXO (Brunet, Sweeney et al. 2004), Akt (Li, Chen et al. 2013), E2F1 (Wang, Chen 
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et al. 2006) ou encore p73 (Dai, Wang et al. 2007), dont la déacétylation, de manière similaire 
à celle de p53, inhibe l’apoptose. De plus, et de manière indirecte, SIRT1 protège de 
l’apoptose en stimulant des protéines impliquées dans la réparation des dommages à l’ADN, 
telles que XPA (Fan and Luo 2010), WRN (Li, Casta et al. 2008) ou NBS1 (Yuan and Seto 
2007). Ainsi, en réponse à un stress, l’activation de SIRT1 est plutôt considérée comme 
protectrice vis-à-vis de l’apoptose. 
 
D. SIRT1 et l’hypoxie 
 
SIRT1 déacétyle les deux principales protéines de réponse à l’hypoxie, HIF1α (Lim, Lee 
et al. 2010) et HIF2α (Dioum, Chen et al. 2009). Le rôle de ces déacétylations est pour 
l’instant controversé puisque dans certains modèles elles entraineraient une inhibition de 
l’activité transcriptionnelle de HIF1α et de HIF2α, alors que dans d’autres études elle favorise 
l’activation de ces deux protéines. Quoi qu’il en soit, le rôle de SIRT1 dans la réponse à 
l’hypoxie est considéré comme protecteur, puisqu’il stimule la résistance à la mort cellulaire 
et au stress oxydant (Gu, Xing et al. 2013). 
 
E. SIRT1 et  la réponse au choc thermique 
 
SIRT1 déacétyle et régule la protéine de réponse au choc thermique, HSF1. Ce facteur de 
transcription, une fois activé par un choc thermique, transloque dans le noyau et active la 
transcription de plusieurs protéines chaperonnes (telles que Hsp40, Hsp70 ou Hsp72) afin de 
limiter l’agrégation de protéines mal repliées. Ce mécanisme impliqué dans le vieillissement, 
le cancer ou encore le diabète est très étudié dans la mesure ou l’augmentation de l’expression 
de ces protéines chaperonnes confère aux cellules une résistance à la mort cellulaire et un 
maintien de leurs fonctions physiologiques. La découverte démontrant que SIRT1 déacétyle 
HSF1 et augmente sa capacité à stimuler la transcription de protéines chaperonnes représente 
une avancée intéressante dans la compréhension du rôle de SIRT1 dans le vieillissement 
(Westerheide, Anckar et al. 2009). 
 
F. SIRT1 et l’inflammation 
 
De nombreuses études ont démontrées que SIRT1 est impliquée dans l’inflammation et 
limite l’expression de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-α, IL-1β, et IL-6 (pour 
revue voir (Xie, Zhang et al. 2013)). En déacétylant des protéines telles que des histones mais 
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aussi les facteurs de transcription NF-κB (Yang, Zhang et al. 2012) et AP-1 (Zhang, Chen et 
al. 2010), SIRT1 limite la transcription de protéines pro-inflammatoires. Il est également 
admis que l’expression de SIRT1 est diminuée dans la plupart des pathologies inflammatoires 
et que l’activation de cette protéine pourrait constituer une stratégie thérapeutique intéressante 
pour ce type de pathologies (Hubbard and Sinclair 2014). 
 
IV. Rôle de SIRT1 dans le cœur 
 
 
A. Rôle de SIRT1 
   
Les premières études sur le rôle de SIRT1 dans le cœur sont relativement récentes 
puisque la première publication date de 2004. Cet article démontre que l’expression de SIRT1 
est augmentée dans un modèle d’insuffisance cardiaque et joue un rôle protecteur en 
déacétylant p53 et en protégeant de l’apoptose (Alcendor, Kirshenbaum et al. 2004). Les 
études in vivo du rôle de SIRT1 dans le cœur ont été confrontées au problème lié à 
l’invalidation de SIRT1 qui induit de fortes perturbations développementales conduisant à la 
mort des nouveaux nés (Cheng, Mostoslavsky et al. 2003, McBurney, Yang et al. 2003, 
Sequeira, Boily et al. 2008). Plusieurs équipes ont alors travaillé sur des modèles murins 
d’invalidation rendus viables par croisement de plusieurs souches de souris (Boily, Seifert et 
al. 2008, Boily, He et al. 2009). Cependant, la mortalité au cours des premiers jours après la 
naissance dans ces lignées de souris invalidées pour SIRT1 est restée élevée (70%), et les 
survivantes étaient de petites tailles et présentaient de nombreux problèmes de 
développement. Ces phénotypes invalidants ont limité l’intérêt de ces modèles pour étudier le 
rôle de SIRT1 à l’âge adulte. Les premières études sur des modèles pertinents de souris 
transgéniques ont été effectuées sur des souris surexprimant la sirtuine 1. Il a été démontré 
qu’une surexpression modérée de cette protéine protège l’atteinte cardiaque induite par le 
vieillissement ou par un stress oxydant. De manière plus inattendue, une surexpression forte 
de cette protéine s’est avérée inductrice d’hypertrophie et d’apoptose et a conduit à une 
altération de la fonction cardiaque (Alcendor, Gao et al. 2007).  
Plus récemment, des modèles inductibles permettant la délétion de SIRT1 ont permis 
de caractériser le rôle de SIRT1 dans le cœur. Plusieurs études ont confirmé le rôle protecteur 
de SIRT1 dans la mort cellulaire associée à l’insuffisance cardiaque (Pillai, Isbatan et al. 
2005), à l’ischémie reperfusion (Hsu, Zhai et al. 2010), au vieillissement et au stress oxydant 
(Alcendor, Gao et al. 2007), à un traitement à la doxorubicine (Wang, Song et al. 2012), et a 
Chapitre IV : SIRTUINE 1 
Introduction   92   
l’exposition aux acides gras (Zhu, Yang et al. 2011). Ainsi, SIRT1, en protégeant la mort 
cellulaire des cardiomyocytes, limite les altérations de la fonction cardiaque. De plus, alors 
que SIRT1 semble nécessaire pour l’hypertrophie adaptative (Passariello, Zini et al. 2011, 
Sundaresan, Pillai et al. 2011), cette déacétylase protège également de l’hypertrophie 
pathologique induite par un stress oxydant (Vinciguerra, Santini et al. 2012). En ce qui 
concerne la fonction vasculaire, la surexpression de SIRT1 protège de l’hypertension et du 
remodelage induit par l’angiotensine II (Gao, Xu et al. 2014). De plus, alors que l’expression 
de SIRT1 est diminuée dans les plaques artérioscléreuses chez l’homme, son extinction chez 
la souris entraine une augmentation de l’athérosclérose induite par un régime riche en acide 
gras (Wen, Chen et al. 2013).  
Suite à ces différents travaux, SIRT1 est apparue comme une cible particulièrement 
intéressante pour le traitement des pathologies cardiaques. Comme preuve de concept, le 
resveratrol, un polyphenol décrit comme activateur de SIRT1, protège de la dysfonction 
cardiaque dans des modèles de surcharge de pression et dans un modèle d’hypertension 
artérielle (Rimbaud, Ruiz et al. 2011, Gu, Wang et al. 2014). 
 
B. SIRT1, une cible thérapeutique intéressante 
 
L’ensemble des études répertoriées dans cette introduction a permis de démontrer que 
SIRT1 est une protéine de réponse au stress qui, de manière générale vise à rétablir 
l’homéostasie de la cellule et dont l’activité, finement modulée, permet la déacétylation d’un 
grand nombre de protéines. SIRT1 joue un rôle clé dans de nombreuses pathologies telles que 
les pathologies cardiovasculaires, le diabète et les pathologies métaboliques, les maladies 
neurodégénératives, le cancer, toutes les pathologies de type inflammatoire et également dans 
le vieillissement. Dans toutes ces pathologies, l’activation de SIRT1 (hormis pour le cancer 
ou la stratégie serait plutôt d’inhiber SIRT1) représente une stratégie thérapeutique 
particulièrement prometteuse. La première molécule utilisée pour activer SIRT1, le 
resveratrol, a permis d’obtenir des effets très intéressants sur de nombreux modèles de 
pathologies chez l’animal et a permis de confirmer l’intérêt de SIRT1 en tant que cible 
thérapeutique. Toutefois, les effets bénéfiques de cette molécule sont de nos jours 
controversés en raison de l’absence de sélectivité du resveratrol. Différentes entreprises 
(parmi lesquelles on peut citer Sirtris ayant comme co-fondateur David Sinclair) ont été 
créées avec pour objectif le développement d’activateurs spécifiques de SIRT1. La découverte 
de molécules prometteuses (notamment le SRT2104) par Sirtris a entrainé son rachat en 2008 
Chapitre IV : SIRTUINE 1 
Introduction   93   
par l’entreprise GlaxoSmithKline (GSK) à hauteur de $720 000 000. Les premiers tests 
cliniques de cette molécule se sont révélés décevants puisque bien que tolérée par les patients 
(Libri, Brown et al. 2012, Hoffmann, Wald et al. 2013), aucun effet positif n’a été retrouvé 
chez des diabétiques de type II ou chez des fumeurs (Venkatasubramanian, Noh et al. 2013, 
Baksi, Kraydashenko et al. 2014). Cette absence d’effet a été expliquée par le trop faible 
nombre de patients et des doses non optimales. Une nouvelle génération d’activateurs serait 
en cours de développement, bien qu’aucun nouvel essai clinique ne soit actuellement 
programmé. Il est à noter que GSK, qui continue ses recherches sur les activateurs de SIRT1, 
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Objectifs de l’étude 
 
 
L’ensemble des études présentées dans l’introduction montrent que le stress RE joue un 
rôle important dans le développement des pathologies cardiaques. En réponse au stress RE, 
l’activation de la voie UPR, qui est dans un premier temps adaptative, s’avère délétère lorsque 
le stress RE est sévère ou prolongé. De ce fait, le stress RE apparait comme un processus 
pouvant être impliqué dans la transition du stade adaptatif vers le stade pathologique dans le 
cœur. L’intérêt pour le stress RE dans le domaine cardiovasculaire étant très récent, peu de 
choses sont donc connues à ce jour sur le rôle physiologique, les changements 
morphologiques et les modifications biochimiques associées au stress RE. Les objectifs de 
l’étude présentée dans la première partie de ma thèse ont donc été de développer un 
modèle de stress RE in vivo et de déterminer les effets de ce stress RE dans le cœur. 
 
Les nombreuses études menées sur SIRT1 ont permis de démontrer que cette déacétylase 
joue un rôle clé dans de nombreuses pathologies telles que les pathologies cardiovasculaires, 
le diabète et les pathologies métaboliques, les maladies neurodégénératives, le cancer et les 
pathologies de type inflammatoire. De manière générale, SIRT1 est aujourd’hui reconnue 
comme une protéine de réponse au stress permettant de rétablir l’homéostasie de la cellule. 
Nous avons donc proposé que SIRT1 puisse également être impliquée dans la réponse au 
stress RE. De plus, puisque les recherches actuelles sur le stress RE dans le domaine 
cardiovasculaire visent à moduler le stress RE de manière à conserver les réponses adaptatives 
et à limiter le déclenchement de l’apoptose délétère, nous avons émis l’hypothèse que SIRT1 
pourrait jouer un rôle cardioprotecteur en modulant l’activation de la voie UPR. L’objectif 
des études présentées dans la deuxième partie de ma thèse a donc été d’étudier in vitro et 
in vivo le rôle de SIRT1 dans la régulation de l’apoptose induite en réponse au stress RE 
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I. Lignée cellulaire, cardiomyocytes et animaux 
 
La lignée cellulaire cardiomyoblastique H9c2 a été achetée chez ATCC (n° CRL-1446 
Manassas, Virginie, USA).  
Tous les animaux ont été nourris ad libitum et hébergés dans des pièces dans 
lesquelles l’alternance jour/nuit de 12h/12h et une température constante de 22°C étaient 
imposées. Le jour du sacrifice, les animaux ont été sortis seulement quelques minutes avant le 
sacrifice afin d’écourter au maximum la période de stress engendrée par le changement 
d’environnement. 
 Les souris ont été anesthésiées par injection intrapéritonéale de pentobarbital (60 
mg/kg) et une thoracotomie a été réalisée afin de prélever le coeur. Après un rinçage dans une 
solution de Krebs sans calcium à 4°C équilibrée avec un gaz composé de 95 % d’O2 et 5 % 
de CO2, l’organe a subi, en fonction de l’expérimentation ultérieure, soit une canulation de 
l’aorte permettant une perfusion rétrograde selon la méthode de Langendorff, soit une étape 
de dissection. Cette dernière a consisté en l’isolement du ventricule gauche dont une partie a 
été immédiatement plongée dans de l’azote liquide puis conservée à -80°C pour effectuer les 
analyses biochimiques et moléculaires ultérieures. Le morceau de ventricule restant, pour sa 
part, a été immédiatement utilisé pour la préparation des fibres ventriculaires nécessaires aux 
études de la fonction de la mitochondrie in situ.  
Les cardiomyocytes sont isolés à partir de cœurs de rats adultes de souche Wistar âgés  
de 8 semaines (environ 300g). Suite à une anesthésie avec 0.5 ml de pentobarbital  
monosodique à 50 mg/ml en intra-péritonéal, le cœur est rapidement prélevé après   
thoracotomie et placé dans une solution physiologique (NaCl 117mM, KCl 5.7mM, NaHCO3 
4.4mM, KH2PO4 1.5mM, MgCl2 1.7mM, HEPES 2.1mM, Glucose 11.7mM, Créatine 
10mM, Taurine 20mM),  préalablement placée à 4°C afin de rincer le cœur de son sang. 
Après dégagement de l’aorte, le cœur est canulé afin de procéder à la dissociation. 
Toutes les procédures d’expérimentation animale ont été réalisées dans le respect de la 
réglementation relative à la protection et à l’utilisation des animaux de laboratoire définie par 
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II. Produits chimiques et sondes fluorescentes 
 
Le réactif DEVD-NucView™ 488 caspase-3 provient d’Interchim (Montluçon, 
France). Toutes les autres sondes fluorescentes viennent de chez Invitrogen. Les produits de 
culture cellulaire sont achetés chez Invitrogen. Tous les autres produits proviennent de chez 
Sigma-Aldrich et de chez Santa-Cruz. 
 
II. Méthodes d’études cellulaires 
 
 
I. Culture et transfection cellulaire 
 
 
A. Conditions de culture et de traitements 
 
La lignée cellulaire H9c2 est cultivée dans un milieu complet composé de DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) contenant 4.5 g/L de glucose, du pyruvate de sodium 
et de la glutamine, complété avec 100μg/mL de pénicilline, 100U/mL de streptomycine et 
10% de sérum de veau fœtal (SVF) à 37°C et placées dans un incubateur en atmosphère 
humide et en présence de 95% 02 - 5% de CO2. 
 
B. Dissociation des cardiomyocytes de rats adultes 
 
Après canulation du cœur par l’aorte sur un appareil de Langendorff en perfusion 
rétrograde, le cœur est perfusé avec une solution physiologique dite de « lavage » (Solution 
A : NaCl 117mM, KCl 5.7mM, NaHCO3 4.4mM, KH2PO4 1.5mM, MgCl2 1.7mM, HEPES 
2.1mM, Glucose 11.7mM, Créatine 10mM, Taurine 20mM) constamment oxygénée et 
maintenue à 37°C. Cette première perfusion se fait à un débit de perfusion de 6 mL/min 
pendant 5 minutes. La dissociation débute par le passage en perfusion de solution 
supplémentée de  collagénase de type A à 1mg/mL (0.232 U/mg, Roche Diagnostics) avec 
une concentration en  Ca2+ libre fixée entre 20 et 25 µM (Solution B). Cette étape permet la 
digestion enzymatique de la matrice extracellulaire de façon homogène. Après 45 minutes de 
perfusion à un débit de 4 mL/min, le cœur est décroché de la canule, séparé de ses oreillettes 
et les myocytes sont dissociés mécaniquement dans la solution C (solution B dépourvue de 
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collagénase) et laissés à décanter. Pour éviter une augmentation trop forte de la concentration 
de Ca2+ néfaste à l’intégrité cellulaire, le retour vers une concentration calcique intracellulaire 
physiologique est effectué progressivement en deux temps dans la solution C (70 µM de Ca2+ 
pendant 5 minutes à 37°C sous agitation lente, puis 320 µM de Ca2+ pendant 10 minutes). Les 
cellules vivantes sont ensuite séparées des cellules mortes par la mise en place d’un gradient 
en présence de BSA 5 mg/mL dans la solution D (NaCl 117mM, KCl 5.7mM, NaHCO3 
4.4mM, KH2PO4 1.5mM, MgCl2 1.7mM, HEPES 2.1mM, Glucose 11.7mM, Créatine 10mM, 
Taurine 20mM ; Ca2+ 300µM, BSA 5mg/mL). Les cellules préalablement décantées, sont 
resuspendues deux fois dans cette solution pendant 10 minutes de façon à ne favoriser que la 
sédimentation des cellules vivantes. Après comptage des cardiomyocytes en cellule de 
Malassez, les cellules sont réparties dans des boites de Pétri au préalable tapissées de laminine 
10µg/mL pour favoriser leur adhésion, à raison de 2.104 de cellules par puits de plaque vingt-
quatre puits, dans un milieu MEM (Minimum Essential Medium) additionné de SVF 2.5 %, 
P/S 1 %, HEPES 2 % et Ca2+ 1.2 mM. Après environ 1 heure d’incubation à 37 °C en 
atmosphère humide et à 95 % O2 - 5 % CO2, les cellules adhèrent à la laminine et le milieu est 
remplacé par un milieu sans SVF pour éviter la dédifférenciation des cardiomyocytes. Les 
cardiomyocytes sont alors maintenus jusqu’à 48h en culture pour l’ensemble des 
expérimentations. 
 
C. Transfections siRNA 
 
Le siRNA SIRT1 (Santa Cruz) a été transfecté selon les instructions du fournisseur. Le 
taux de transfection a été mesuré en utilisant un siRNA couplé au FITC. Les volumes décrits 
sont utilisés pour la transfection de 25 000 cellules H9c2. Après la préparation d’un mix 
contenant 3µl d’agent transfectant dans 50µl de milieu de transfection et d’un mix contenant 
16pmol de siRNA dans 50µl de milieu de transfection, les deux mix sont mélangés puis 
incubés 45 minutes à température ambiante. Le mélange est ensuite dilué dans du milieu de 
transfection pour obtenir un volume final de 300µl qui est déposé sur les cellules en culture. 
Six heures après la transfection, 300µl de DMEM supplémenté de 20% de SVF et de 
200µg/ml de pénicilline et streptomycine sont ajoutés au milieu de transfection. Vingt-quatre 
heures après le début de la transfection, les cellules transfectées avec le siRNA fluorescent 
sont analysées par cytométrie en flux, les cellules transfectées avec les siRNA contrôle ou 
SIRT1 sont rincées puis traitées. Dans ces conditions, le taux de transfection obtenu est 
d’environ 90% et la protéine n’est plus détectable jusqu’à 48 heures post-transfection. 
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II. Cytométrie en flux 
 
 
A. Analyses cytométriques 
 
Les données cytométriques sont obtenues avec un cytomètre Cell Lab Quanta MPL 
(Beckman Coulter, Villepinte, France). Pour chaque échantillon, 5 000 cellules sont 
analysées. Dans chaque expérience, sont exclus de l’analyse les débris et les agrégats 
cellulaires. 
 
B. Mesure du taux de mortalité cellulaire 
 
La sonde fluorescente fluorescéine diacétate (FDA) a été utilisée pour évaluer la 
mortalité cellulaire. Après traitement, les cellules ont été incubées avec 0.1 μg/ml de FDA 
pendant 5 min à 37°C. Le FDA est clivé par les estérases cellulaires en un produit fluorescent. 
Dans les cellules mortes, les estérases n’étant plus actives, le FDA n’est pas clivé et donc 
n’émet pas de fluorescence. 
 
C. Mesure de la chute du m et de la nécrose 
 
Après incubation avec les drogues, les cellules sont marquées pendant 30 minutes à 
37°C avec 10 nM de DiOC6(3) qui s’accumule dans les mitochondries en fonction de leur 
potentiel de membrane. Pour chaque échantillon analysé, l’intégrité de la membrane 
plasmique (perdue lors de la nécrose) est évaluée en mesurant la perméabilité des cellules à 
l’iodure de propidium (10 µg/mL final), ajouté dans l’échantillon quelques minutes avant la 
mesure en cytométrie.  
 
D. Mesure de l’activation de la caspase-3 
 
L’activation de la caspase-3 a été mesurée grâce au substrat DEVD-NucView 488. 
Après traitement, les cellules ont été incubées avec 5 µM de DEVD-NucView 488 pendant 30 
min à température ambiante à l’abri de la lumière puis analysées en cytométrie. Le substrat est 
clivé par les caspases-3 actives en un produit fluorescent vert qui se fixe à l’ADN, ce qui 
permet de détecter les cellules dont les caspases-3 sont activées. 
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A. Microscopie à fluorescence 
 
1. Observation de la morphologie du noyau  
 
La morphologie du noyau a été observée après marquage des cellules H9c2 avec la 
sonde Hoescht 33342 à 2,5 µM pendant 30 min à 37°C, grâce à un microscope à fluorescence 
(DMRH Leica). 
 
2. Mesure de la mortalité des cardiomyocytes 
 
 Après dissociation puis traitement pendant 24h, les cardiomyocytes adultes de rats 
sont marqués avec la sonde FDA (0,2µg/ml) pendant 5 minutes à 37°C, puis observés grâce à 
un microscope à fluorescence (DMRH Leica). Les cellules vivantes (fluorescence verte) et les 
cellules mortes (non fluorescentes) sont comptées manuellement (environ 500 cellules 
comptées par conditions). 
 
B. Microscopie électronique à transmission 
 
Les cellules H9c2 ont été ensemencées en plaque 6 puits. Après traitement, les cellules 
sont fixées dans un tampon contenant 2% de glutaraldéhyde et 0,1M de cacodylate de sodium 
pendant 1h à température ambiante. Puis elles sont rincées dans un tampon contenant 0,1M de 
cacodylate de sodium et 0,2M de sucrose pendant 1h à température ambiante. Les 
échantillons sont inclus dans de la paraffine, coupés et montés sur lames. Les images ont été 
obtenues à la plate-forme de microscopie électronique de l’INRA (Jouy-en-Josas, France).  
 
IV. Dosage colorimétrique de protéines 
 
La concentration protéique des échantillons est estimée par dosage en microplaques 
selon le kit micro-BCA (Pierce) puis lecture de l’absorbance à 540 nm par un 
spectrofluorimètre (TECAN-Genios). La réaction colorimétrique est réalisée grâce à une 
solution qui contient de l’acide bicinchoninique et du sulfate de cuivre (II). Les échantillons à 
doser sont dilués au 1/20e et au 1/50e dans de l’eau ultrapure. Après ajout de 200 µL de la 
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solution de réaction, les échantillons sont incubés 15 min à 65°C ou 30 min à 37°C. La 
réaction est mesurée par l’absorbance du complexe Cu+ final à une longueur d’onde de 540 
nm. La concentration en protéines étant proportionnelle à l’absorbance, elle est déterminée 
par comparaison de l’absorbance des échantillons avec celle d’une gamme étalon de 
concentration connue réalisée à partir d’une solution de sérum albumine bovine. 
 
V. Gel SDS-PAGE et immunodétection par Western Blot 
 
Les protéines des cellules H9c2 sont extraites par un tampon RIPA (50 mM Tris-HCl 
pH 8, 150 mM NaCl, 1% Triton, 1 mM EDTA, 0,1% SDS, 0,5% acide déoxycholique) 
complété avec un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche + PMSF 0,2mM), un cocktail 
d’inhibiteurs de déacétylases (Santa Cruz) et un cocktail d’inhibiteurs de phosphatases (NaF 
50mM, NaPPi  5mM, DTT 1mM, β-glycérophosphate 1mM, Orthovanadate 1 mM) pendant 
30 min à 4°C. Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation 30 minutes à 20 000g à 
4°C, les protéines extraites sont dosées par le test BCA puis dénaturées par chauffage pendant 
5 min à 95°C en présence de tampon dénaturant Laemmli 5X (300 mM Tris, 50% glycérol, 
12,5% SDS, 50 mM DTT, 0.05% de bleu de bromophénol, pH=6,8) en utilisant 1 volume de 
tampon pour 4 volumes de protéines. Trente à cinquante microgrammes de protéines sont 
ensuite séparés par migration dans un gel d’électrophorèse SDS-PAGE (Tris-glycine) à 6-
15% d’acrylamide (selon la taille des protéines à séparer) sous l’action d’un voltage constant 
de 120 V. Les gels sont ensuite transférés sur une membrane de PVDF (0,45 μm, Immobilon-
P, Millipore). Le transfert est réalisé dans un appareil semi-sec Biorad (TRANS-BLOT SD®) 
en appliquant un courant de 15-20V pendant 45-60 minutes selon la taille des protéines à 
transférer. L’efficacité du transfert est contrôlée par coloration des protéines au rouge 
Ponceau pendant 5 min (rouge Ponceau 0,2%, TCA 0,3%). La membrane PVDF est saturée 
en protéines pendant 1 heure dans une solution de TBS-Tween 0,1% additionnée de BSA à 
5% (p/v). Elle est ensuite incubée soit une nuit à 4°C, soit 2h à température ambiante, en 
présence de l’anticorps primaire (dilué dans du TBS-Tween 0,1% + BSA 0,5%) dirigé contre 
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Tableau 5 : Liste des anticorps utilisés 
 
 La membrane est ensuite rincée avec une solution de TBS-Tween 0,1% avant d’être 
incubée une heure sous agitation à température ambiante en présence de l’anticorps 
secondaire couplé à la peroxydase. Les anticorps secondaires utilisés proviennent de chez 
Jackson Immunoresearch et sont utilisés à la dilution de 1/50000e. La membrane est rincée six 
fois 5 min dans une solution de TBS-tween 0,1%, puis incubée pendant 5 min en présence du 
substrat de la peroxydase (Millipore), avant révélation par un appareil Chemidoc XRS 
(Biorad) utilisant la méthode ECL selon les instructions de Millipore. Le logiciel ImageJ a été 
utilisé dans le but de calculer les densités relatives de chaque bande. Les intensités des bandes 
correspondant aux protéines d’intérêt ont été normalisées avec celles de la -actine. Les 
données obtenues sont exprimées sous forme du ratio de ces deux intensités. 
 
VI. Extraction d’ARN et RT-PCR quantitative 
 
Les ARN sont extraits à partir des H9c2 grâce au kit ZymoResearch QuickRNA 
MiniPrep, selon les instructions du fabricant. Un microgramme d’ARN totaux est reverse-
transcrit par le kit BioRad iScript. Lors de la PCR quantitative, l’ADNc est amplifié par le 
supermix Ssofast Evagreen de BioRad en deux étapes : les ADNc sont chauffés à 95°C 
pendant 5 min, puis ils subissent 50 cycles de dénaturation (2 sec à 95°C) – 
Cible de l’anticorps Dilution Fournisseur 
Acétyle-histone H1 1/1000e Sigma 
Acétyle-lysine 1/1000e Cell Signaling 
Acétyle-p53 1/500e Abcam 
ATF4 1/200e Santa Cruz 
β-actine 1/20000e Santa Cruz 
CHOP 1/500e Cell Signaling 
eIF2α 1/1000e Cell Signaling 
eIF2α-phosphorylée 1/500e Cell Signaling 
GADD34 1/200e Santa Cruz 
Grp78/BiP 1/250e Cell Signaling 
Grp94 1/500e Cell Signaling 
PERK  1/500e Cell Signaling 
PERK-phosphorylée 1/500e Cell Signaling 
SIRT1 1/8000e Abcam 
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hybridation/élongation (5 sec à 60°C). Les amorces utilisées provenant de chez Eurofins sont 
listées dans le tableau 6.   
 
Tableau 6 : Séquence des amorces PCR utilisées 
 
Les résultats sont analysés selon la méthode des « delta » de Cq, où Cq est le « cycle 
de quantification », cycle auquel le produit amplifié commence à être détecté. Le ratio suivant 
est calculé : (1+Egène cible)^-(Cqéchantillon – Cqcontrôle) gène cible / (1+Egène de référence)^-(Cqéchantillon – 
Cqcontrôle) gène de référence, où E correspond à l’efficacité de la réaction de PCR. Selon ce calcul, 
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Pour mesurer l’acétylation de protéines d’intérêt, nous avons utilisé une approche par 
immunoprécipitation (IP) en conditions dénaturantes. 
A. Lyse des cellules 
Les cellules sont resuspendues dans un tampon de lyse dénaturant (1%SDS, 50mM 
Tris HCl, 5mM EDTA, 10mM DTT, 1mM PMSF, 15U/ml de DNase I à pH 7.4), complété 
par un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche + PMSF 0,2mM) et un cocktail d’inhibiteurs 
de déacétylases (Santa Cruz), puis le lysat est chauffé 5 minutes à 95°C. Pour neutraliser le 
SDS afin de pouvoir effectuer l’immunoprécipitation sans dégrader les anticorps, le lysat est 
resuspendu dans un tampon non-dénaturant  (1% triton, 50mM Tris HCl, 5mM EDTA, 
300mM NaCl, 0.02% azide de sodium, 1mM PMSF, à pH 7.4) complété par un cocktail 
d’anti-protéases (Roche) et un cocktail d’anti-déacétylases (Santa Cruz).  Le triton présent 
dans ce tampon va interagir avec le SDS pour former des micelles et le piéger. La lyse est 
achevée à la seringue (aiguille 25G), puis le lysat est centrifugé 30 minutes à 20 000g, à 4°C.  
B. Préparation des complexes billes/anticorps 
Les billes magnétiques Pureproteome de chez Millipore sont lavées dans du PBST 
(0.1%) puis bloquées dans un tampon PBST + BSA 2% pendant 1 heure à 4°C. Les billes sont 
ensuite lavées dans du PBST (0.1%) puis sont incubées avec les anticorps dirigés contre la 
protéine d’intérêt pendant 1h à 4°C. 
C. Immunoprécipitation 
Les complexes billes/anticorps sont rincés dans du PBST (0.1%), resuspendus avec le 
lysat de protéines puis incubées 3h à 4°C sur une roue. Les complexes 
billes/anticorps/antigènes sont ensuite rincées dans du PBST (0.1%), resuspendus dans du 
tampon Laemmli, chauffées 10 minutes à 70°C puis vortexés. L’immunoprécipitat est 
récupéré puis déposé sur gel pour être analysé par western blot ou par spectrométrie de masse.  
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VIII. Spectrométrie de masse 
 
Pour identifier les sites acétylés d’eIF2α, nous avons choisi une approche par 
spectrométrie de masse. Pour cela, l’immunoprécipitat obtenu avec l’anticorps anti-eIF2α a 
été déposé sur un gel gradient 4/16% Nu-page de chez Invitrogen. Cette étape de séparation 
des protéines en fonction de leur poids moléculaire permet de limiter la présence de protéines 
autres qu’eIF2α (protéines immunoprécipitées de manière non spécifique ou protéines issues 
de contaminations de type kératine) dans l’échantillon qui sera analysé par spectrométrie de 
masse. L’utilisation de gel pré-coulés et de tampon de migration commercial permet de 
limiter les contaminations. Après migration, plusieurs bandes de gel de 1mm de hauteur par 
1cm de largeur sont découpées aux alentours de la zone du gel correspondant à 38kDa, poids 
moléculaire d’eIF2α. Ces morceaux de gels sont lavés puis les protéines encore dans le gel 
subissent une réduction par le TCEP, suivie d’une alkylation par l’iodoacétamide. Les 
protéines sont ensuite digérées par la trypsine et les peptides obtenus sont analysés par un 
spectromètre de masse de type Orbitrap (Orbitrap Velos, Thermofisher). 
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I. Etude de la fonction cardiaque par échocardiographie 
 
L’exploration de la fonction cardiaque par échocardiographie a été effectuée au moyen 
d’une sonde spécifiquement dédiée aux petits animaux (Vivid 9, 15MHz, General Electric 
Healthcare). Une anesthésie est réalisée par inhalation d’un gaz composé de 3% d’isoflurane 
et de 100% d’oxygène (débit 1L/min), de manière à obtenir une anesthésie très légère pour 
minimiser les effets tels que la diminution de la fréquence cardiaque. Le dispositif utilisé a 
permis d’obtenir des images en deux dimensions à partir desquelles le diamètre de la cavité 
du ventricule gauche (en diastole (Dtd) et en systole (Dts)), l’épaisseur totale des parois 
(postérieure (PP) + antérieur (PA)) ainsi que la fréquence cardiaque ont pu être déterminés. 
Ces données brutes ont également été utilisées afin de déterminer les paramètres de la 
contraction du myocarde, à savoir la fraction de raccourcissement (FR = [(Dtd-Dts)/Dtd] x 
100), les volumes télédiastolique (Vtd) et télésystolique (Vts) (en ayant recours à la formule 
de Teicholz (Vtd = 7 Dtd3 / (2,4 + Dtd))) et la fraction d’éjection (FE = [(Vtd-Vts)/Vtd] x 
100). 
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II. Microscopie électronique à transmission 
 
L’architecture de la cellule musculaire cardiaque a été observée par microscopie 
électronique à transmission. Cette technique développée dans les années 1930 est basée sur 
l’utilisation d’un faisceau d’électrons à haute tension qui en passant au travers d’un 
échantillon perd des électrons et permet alors la constitution d’une image. Un microscope 
électronique à transmission (MET) présente un pouvoir de résolution beaucoup plus important 
(de l’ordre de l’Angström) qu’un microscope optique et permet d’obtenir des images avec un 
grossissement beaucoup plus grand. L’observation des échantillons de cœur de souris a été 
réalisée en collaboration avec le Dr Marta Novotova (Institute of Molecular Physiology and 
Genetics, Bratislava, Slovaquie).  
 L’observation des échantillons par microscopie électronique nécessite une première 
étape de fixation des tissus qui a été initiée par perfusion rétrograde du muscle cardiaque 
selon la méthode de Langendorff. Le myocarde a ainsi été perfusé pendant 5 minutes avec une 
solution de Krebs sans calcium à 4°C équilibrée avec un gaz composé de 95 % d’O2 et 5 % de 
CO2, puis la solution saline a été remplacée par une solution fixant les protéines (en mM : Na-
Cacodylate 150, HCl 3.6, MgCl2 2, EGTA 1, Glutaraldéhyde 2 % ; pH : 7,3). Le myocarde a 
été perfusé pendant 5 minutes avec cette solution avant d’être retiré de la canule pour être 
plongé dans cette même solution de fixation durant 45 minutes. Les muscles papillaires ainsi 
qu’une partie superficielle de la paroi interne du ventricule gauche ont ensuite été isolés et 
traités de nouveau 45 minutes dans la solution de fixation. Après avoir été rincées une dizaine 
de fois dans une solution exempte de glutaraldéhyde (en mM : Na-Cacodylate 150, HCl 3.6, 
MgCl2 2, EGTA 1 ; pH : 7,3) pendant 10 minutes, ces pièces de tissus ont été traitées 45 
minutes avec une solution d’osmium permettant la fixation des lipides membranaires (en mM 
: Na-Cacodylate 150, HCl 3.6, MgCl2 2, EGTA 1, Osmium 1 % ; pH : 7,3). Consécutivement 
à un lavage à l’eau distillée de 10 minutes, les tissus ont été traités  avec une solution saturée 
d’acétate d’uranyle, indispensable pour obtenir un bon contraste des membranes. Les 
échantillons ont ensuite été déshydratés au moyen de bains d’alcool à concentration croissante 
puis de bains d’acétone avant d’être plongés dans un mélange d’acétone et de durcupan durant 
une heure. Les pièces de tissus ont enfin été disposées selon l’orientation choisie 
(longitudinale ou transversale) pour être inclus dans du durcupan qui polymérise pour 
constituer un bloc. La réalisation des coupes ultrafines a été réalisée au moyen d’un 
ultramicrotome équipé d’un couteau de diamant qui, à partir des blocs, produit des tranches de 
tissus d’une épaisseur comprise entre 60 et 90 nm. Après avoir été préalablement traitées au 
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citrate de plomb, les coupes ont été insérées dans la chambre du MET (JEM 1200) afin d’y 
être observées avec des grossissements variant de x4000 à x100000. 
 
III. Mesure de l’apoptose des cardiomyocytes par la 
méthode TUNEL 
 
La mort cellulaire par apoptose a été mesurée sur des coupes de cœur de souris grâce à la 
méthode TUNEL (Terminal deoxyribonucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end 
labeling) en utilisant le kit Apoptag de chez Millipore. Le clivage de l’ADN par les 
endonucléases activées au cours du processus apoptotique génère des extrémités 3’OH libres. 
La terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) est une enzyme qui catalyse l’accrochage de 
nucléotides (dUTP) couplés à la digoxigénine aux extrémités 3’OH. La digoxigènine peut 
ainsi être reconnue par un anticorps couplé à une peroxydase, ce qui permet le marquage des 
noyaux apoptotiques. Brièvement, en accord avec les instructions fournies avec le kit, les 
cœurs ont été fixés dans 10% de formaline puis inclus en paraffine. L’apoptose a été détectée 
sur des coupes de tissus de 4µM d’épaisseur par un scanner de lames (Scanscope, Aperio). La 
surface des zones positives a été quantifiée puis exprimée en pourcentage de la surface totale 
de la coupe de cœur (logiciel TRIBVN ICS Framework). 
 
IV. Mesure des capacités oxydatives des mitochondries 
 
L’évaluation de la fonction de la chaîne respiratoire des mitochondries a été réalisée au 
moyen de la technique des fibres cardiaques perméabilisées mise au point en 1987 par 
Vladimir Veksler et ses collègues (Veksler, Kuznetsov et al. 1987). Cette méthode repose sur 
le traitement des fibres cardiaques avec la saponine qui est un détergent perforant 
sélectivement le sarcolemme, tout en laissant les membranes des structures internes 
(mitochondries, RS…) intactes, en raison de sa forte affinité pour le cholestérol. Cette 
perméabilisation permet à des substrats exogènes de pénétrer dans la cellule et de stimuler les 
mitochondries dont la fonction est évaluée par la mesure de la consommation de dioxygène 
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A. Préparation des fibres perméabilisées 
 
Immédiatement après le sacrifice et le rinçage du cœur, le ventricule gauche a été isolé et 
transféré dans une solution dite relaxante ((en mM) : EGTA (10), CaCo3 (2,77), KOH (70), 
imidazole (20), Mg2+ libre (1), taurine (20), dithiothréitol (0,5), MgATP (5,7), 
phosphocreatine (15), potassium-methasulfonate (50) ; pH : 7,1). Les fibres ont alors été 
disséquées de manière à obtenir de petits amas de fibres de 100 à 200 μm de diamètre avant 
d’être mises en présence de saponine (50μg/mL dans la solution relaxante) pendant 30 
minutes à 4°C sous agitation pour une perméabilisation optimale des membranes plasmiques. 
Un lavage de 10 minutes à 4°C avec la solution relaxante exempte de saponine a permis 
l’élimination du détergent. Les fibres ont alors été conservées, jusqu’au moment de 
l’expérimentation, dans cette solution qui, de part sa composition, permet le maintien des 
fonctions cellulaires. 
 
B.  Mesure de la respiration mitochondriale 
 
Dix minutes avant les protocoles de mesure de la respiration mitochondriale, les fibres ont 
été lavées dans une solution de respiration ((en mM) : EGTA (10), CaCO3 (2,77), KOH 
(110), NaOH (10), K2HPO4 (3), imidazole (20), Mg
2+ libre (1), taurine (20), dithiothréitol 
(0,5), glutamate (10), malate (4), potassium-methasulfonate (100) ; pH : 7,1) supplémentée de 
2mg/mL de BSA pour éliminer l’ATP présent dans la solution de relaxation. Les fibres ont 
ensuite été déposées dans les chambres de respiration contenant 3 mL de cette même solution 
de respiration contenant de la BSA ainsi que du glutamate et du malate constituant une source 
d’équivalents réduits (NADH) capable d’initier le transfert d’électrons depuis le complexe I 
de la chaîne respiratoire. La consommation d’oxygène des fibres contenues dans les chambres 
a alors été mesurée sous agitation à 22°C par une électrode à oxygène (de type Clark) reliée à 
une interface Oxygen Interface Model 928 (Strahtkelvin Instruments) qui transmet 
l’information à un ordinateur équipé du logiciel Strahtkelvin 928 System permettant 
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C. Analyse fonctionelle des complexes de la chaine respiratoire 
mitochondriale et du Km pour l’ADP. 
 
Un premier protocole nous a permis, grâce aux ajouts successifs de deux concentrations 
d’ADP, d’estimer un Km pour l’ADP mitochondrial en présence ou en absence de créatine. 
En fin de protocole, des activateurs et des inhibiteurs spécifiques des complexes I, II et IV 
permettent également d’estimer l’activité des différents complexes de la chaine respiratoire. 
Après avoir mesuré la diminution de la concentration de dioxygène dans les chambres en 
l’absence de fibres, qui reflète la consommation de dioxygène par la membrane de téflon de 
l’électrode (Vi), la vitesse basale de consommation du dioxygène des fibres (Vo), c'est-à dire 
sans ADP exogène dans le milieu réactionnel, a été enregistrée. Cette mesure des paramètres 
initiaux a été suivie de l’ajout de 100µM d’ADP pour stimuler la phosphorylation oxydative 
mitochondriale. Vingt mM de créatine ont ensuite été ajoutés pour stimuler le système des 
transferts énergétiques des créatines kinases. Une concentration saturante d’ADP (2mM) 
permettant de mesurer la vitesse maximale (Vmax) de la consommation de dioxygène a été 
ajoutée. Enfin, un ajout de 15 mM de succinate (concentration saturante), conduisant à la 
production de FADH2 qui est oxydé par le complexe II, a permis de mesurer l’activité 
simultanée du complexe I et du complexe II. Un inhibiteur spécifique du complexe I, l’amytal 
(1 mM), a ensuite été utilisé pour déterminer l’activité individuelle du complexe II. L’activité 
maximale du complexe IV a été mesurée après ajout de 0,5 mM de tétraméthyl-p-
phénylènediamine (TMPD) supplémenté de 0,5 mM d’acide ascorbique pour éviter l’auto-
oxydation du TMPD. La fin du protocole expérimental a été signée par l’ajout d’azide de 
sodium dans les chambres qui inhibe sélectivement le complexe IV. L’activité réelle du 
complexe IV a ainsi pu être déterminée par le calcul de la différence entre les vitesses de 
consommation de dioxygène mesurée avant et après l’ajout de cet inhibiteur. 
 
D. Analyse fonctionnelle de l’utilisation de différents types de 
substrats par la mitochondrie. 
 
Le second protocole utilisé au cours de l’étude des propriétés intrinsèques des 
mitochondries a été élaboré dans le but de déterminer les capacités des fibres perméabilisées à 
oxyder un acide gras à chaine longue (16 carbones), le palmitoyl-Coenzyme A (PCoA) ou à 
oxyder un substrat de type glycolytique, le pyruvate. Les fibres sont ajoutées dans la cuve de 
respiration dans une solution dépourvue de substrats (glutamate) mais contenant 2mM 
d’ADP. Cent µM de PCoA sont ajoutés pour mesurer la consommation d’oxygène maximale 
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pour ce type de substrat. En parallèle du PCoA, 2mM de Carnitine permettent la stimulation 
des carnitine palmitoyl transférases, le système de navette permettant l’entrée des acides gras 
à chaine longues dans la mitochondrie. La consommation maximale d’oxygène pour le 
pyruvate est mesurée par l’ajout de 1 mM de ce substrat. En fin de protocole, 10mM de 
glutamate permettent une stimulation maximale de l’activité du complexe I. 
 
 E. Analyse des données 
 
En fin de protocole, les fibres sont récupérées afin d’être séchées sous vide à 75°C 
pendant une heure puis pesées. Cette étape permet la normalisation de toutes les vitesses 
mesurées (à l’aide du logiciel Strahtkelvin 928 System) au poids de tissu sec. L’activité des 
différents complexes et la capacité à utiliser les différents types de substrat ont été déduites 
des valeurs de vitesse de consommation de dioxygène mesurées avec le logiciel d’analyse. 
Les données générées par le premier protocole ont permis de calculer l’ACR (Accepting 
Control Ratio = Vmax/Vo) qui permet d’estimer le couplage mitochondriale. Ce protocole a 
également permis l’estimation d’un Km pour l’ADP en présence ou en absence de créatine en 
utilisant la formule : Km =100 μM × (Vmax/V100 −1) 
 Les vitesses de consommations d’oxygène pour le PCoA et le pyruvate ont été 
rapportées à la Vmax obtenue en fin de protocole de manière à calculer un pourcentage 
d’utilisation pour les deux types de substrats. 
 
V. Mesure des activités enzymatiques mitochondriales et 
cytoplasmiques 
 
La fonction des mitochondries a également été déterminée par la mesure de l’activité 
de différentes enzymes mitochondriales. Au cours de ce travail, trois enzymes ont été 
étudiées: le complexe I, le complexe IV et la citrate synthase (CS). De plus, l’activité de la 
créatine kinase (CK), de l’adénylate kinase (AK) et de la lactate déshydrogénase (LDH) ont 
été mesurée pour avoir un aperçu plus complet des capacités métaboliques cardiaques. 
 
A. Extraction des protéines 
 
La mesure d’activité enzymatique a nécessité l’extraction des protéines contenues dans les 
tissus ventriculaires prélevés lors du sacrifice des animaux. Environ 30 mg de tissu pour 1 mL 
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de tampon d’homogénéisation à 4°C (en mM : HEPES 5, EGTA 1, DTT 1, TritonX100 0,1%; 
pH = 8,7) ont donc été homogénéisés au moyen d’un micro-broyeur Precellys 24 (Bertin, 
France). 
 
B. Mesure de l’activité du complexe IV 
 
 Le complexe IV, ou cytochrome-c oxydase (COX), est responsable de l’oxydation du 
cytochrome-c préalablement réduit par le complexe III (cytochrome-c réductase). Son activité 
est dosée dans un tampon phosphate 50 mM (pH 7,4) contenant 50 μM de cytochrome-c 
réduit à 90% (par ajout de dithionite de sodium) à 30°C.  
Cytochrome-c réduit + O2 → Cytochrome-c oxydé + H2O 
Le cytochrome-c n’ayant pas le même spectre d’absorption à l’état réduit et l’état oxydé, la 
disparition de la forme réduite, révélatrice de l’activité de la COX, est suivie pendant 3 
minutes à 550 nm. 
 
C. Mesure de l’activité de la citrate synthase (CS) 
 
 La CS est une enzyme impliquée dans le cycle de Krebs dont l’activité est 
traditionnellement mesurée pour estimer la masse mitochondriale car cette activité est 
révélatrice de la quantité de mitochondries fonctionnelles dans le tissu. Elle catalyse la 
réaction de condensation de l’acetyl-CoA, obtenu à partir des réactions cataboliques des 
sucres et des acides gras, et de l’oxaloacétate pour former l’acide citrique (ou citrate). 
 Acétyl-CoA + Oxaloacétate + H2O ↔ Citrate + CoASH 
 De la même manière que pour la mesure de l’activité des complexes, le dosage a été 
réalisé au moyen de méthodes spectrophotométriques. La réaction précédemment décrite ne 
permet cependant pas de mesurer directement la disparition ou l’apparition d’un des 
composants engagés dans la réaction. C’est pourquoi du DNTB (5,5’-dittiobis-(2- 
Nitrobenzenoic acid) a été ajouté dans le milieu réactionnel. L’interaction de ce composé avec 
le CoaSH formé par la réaction régie par CS conduit à la formation de l’ion mercaptique 
(C6O4S
2-) qui présente un spectre d’absorption à une longueur d’onde de 412 nm.  
 CoASH + DNTB → CoAS + H+ + C6O4S2- 
 Le dosage de l’activité de la CS a ainsi été effectué en suivant l’apparition de l’ion 
mercaptique dans le milieu réactionnel pendant 3 minutes à 30°C. 
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D. Mesure de l’activité de la Créatine Kinase totale 
 
 La Créatine Kinase est une enzyme catalysant, de façon réversible, le transfert d’une 
liaison riche en énergie de la PCr vers l’ADP. Cette réaction est impliquée dans le système de 
transfert d’énergie (voir le système CK et la navette décrits précédemment). 
 PCr + ADP ↔ Cr + ATP 
 Cette réaction ne pouvant être suivie par spectrophotométrie, l’apparition de l’ATP 
dans le milieu réactionnel a été suivie en ajoutant des enzymes (Hexokinase (HK) et Glucose-
6-phosphate déshydrogénase (G6PDH)) et des substrats conduisant, à mesure que l’ATP 
apparaît dans le milieu, à la formation du NAPDH qui présente une absorbance à 340 nm. 
 ATP + Glucose → Glucose-6-phosphate + ADP 
 Glucose-6-phosphate + NAPD+ → 6-Phosphogluconolactone + NAPDH,H+ 
 Le dosage a ainsi été effectué dans une solution contenant: HEPES 20mM, Mg-acétate 
5mM, DTT 0,5mM, Glucose 20 mM ; ADP 1,2 mM ; NADP+ 0,6 mM, HK 5 U/mL et 
G6PDH 3,7 U/mL. Il est à noter que ce milieu réactionnel permet aussi la formation d’ATP 
par l’adénylate kinase (AK). C’est pourquoi une mesure de l’activité de l’AK a été réalisée 
avant d’ajouter 2 mM de PCr qui a alors permis la mesure de l’activité combinée de l’AK et 
de la CK. L’activité spécifique de la CK, qui représente l’activité globale de toutes les CK 
cellulaires (Mi-CK, CK liées et cytoplasmiques), a enfin été obtenue en soustrayant l’activité 
de l’AK à l’activité AK+CK. 
 
E. Mesure de l’activité de la lactate déshydrogénase 
 
La LDH est responsable de la dernière étape de la glycolyse anaérobie qui conduit à la 
formation du lactate à partir de la réduction du pyruvate. 
 Pyruvate + NADH, H+ ↔ Lactate+ NAD+ 
 La mesure de l’activité enzymatique de la LDH a simplement été réalisée en suivant la 
disparition du NADH à 340 nm durant 3 minutes à 30°C dans un tampon contenant (en mM) : 
K2HPO4 (34,1), KH2PO4 (7,35), Pyruvate (0,63), NADH (12,4) et NaHCO3 (0,12) (pH 7,5). 
 
F. Analyse des données de spectrophotométrie 
  
 La méthode de quantification par spectrophotométrie se base sur la loi de Beer 
Lambert selon laquelle l’absorbance d’une solution, à une longueur d’onde donnée, est 
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proportionnelle à la concentration des substances en solution capables d’absorber les rayons 
lumineux à cette longueur d’onde. L’évolution de la Densité Optique (DO) de chacun des 
échantillons au cours d’un protocole donné est donc proportionnellement liée à l’apparition ou 
la disparation de la molécule absorbante. Ceci permet ainsi le calcul de l’activité de l’enzyme 
(AE) considérée avec la formule suivante : AE = ((DOfinale - DOinitiale).F)/(ε.L.Δt) où F 
correspond au facteur de dilution de l’échantillon, ε à l’absorptivité molaire de la molécule 
absorbante (L.mol-1.cm-1) (εNADH = 6220 ; εCyt-c réduit = 18500 ; ε C6O4S2- = 13600), L à 
la longueur de la cuve (1 cm) et Δt au temps de mesure. Cette activité a enfin été rapportée à 
la concentration protéique des échantillons de manière à être exprimée en μM.min-1 par 
gramme de protéines. 
 
VI. Western Blot 
 
L’analyse de l’expression de différentes protéines par western blot a nécessité 
l’extraction des protéines contenues dans les tissus ventriculaires prélevés lors du sacrifice des 
animaux. Environ 30 mg de tissu sont extraits dans 450µL de tampon de lyse à 4°C (en mM : 
HEPES 50, KCl 50, EGTA 1, EDTA 1, DTT 1, β-glycérophosphate 5, TritonX100 0,1% ; pH 
= 8). Ce tampon hypotonique, associé à une homogénéisation mécanique au moyen d’un 
micro-broyeur Precellys 24 (Bertin, France) permet la lyse des cardiomyocytes. Après 
broyage, 150mM de NaCl est ajouté pour éviter l’agrégation des protéines, ainsi que 
détergents (0.1% de SDS, 0.9% de triton et 0.5% de deoxycholate) pour extraire 
complètement les protéines membranaires et nucléaires. Pour cela, les tubes contenants les 
lysats de tissus sont mis en agitation pendant 30 minutes à 4°C. Le lysat est ensuite centrifugé 
pendant 30 min à 20 000g à 4°C pour éliminer les débris cellulaires. Les protéines extraites 
sont dosées par le test BCA. Le western blot est ensuite réalisé selon la méthode décrite dans 
les méthodes cellulaires. 
 
VII. Etudes statistiques 
 
Les données sont présentées sous forme de moyenne +/- SEM (Standard Error of 
Mean). Ces données ont été analysées par le logiciel Sigma Stat (Sigma Stat, version 3.0, 
Systat Software, San Jose, CA, USA). Une ANOVA unidirectionnelle a été utilisée pour 
déterminer les éventuelles différences entre groupes, suivie d’un test post hoc de Newman- 
III. Méthodes d’études pour le modèle animal 
  117  
 
Keuls. Quand deux groupes seulement sont comparés, les différences sont évaluées par un test 
t de Student.  
Les différences sont considérées comme significatives lorsque P<0.05. Les légendes utilisées 
sur les figures sont les suivantes :  
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 par comparaison avec les cellules non traitées ou avec les 
souris traitées avec le véhicule. 
$ P<0.05, $$ P<0.01, $$$ P<0.001 par comparaison avec les cellules traitées avec TG et TN, 
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Chapitre I : étude et caractérisation de la dysfonction 
cardiaque induite par le stress RE dans un modèle 
murin 
 
Bien que l’implication du stress RE dans le développement des pathologies cardiaques 
soit désormais établie, les effets physiologiques de la réponse au stress RE sont encore mal 
connus. L’étude du stress RE dans le domaine cardiaque est relativement récente et seul un 
modèle d’induction de stress RE in vivo est décrit dans la littérature. Ce modèle correspond à 
une injection intra-péritonéale de tunicamycine (TN). La TN est un inhibiteur spécifique de 
la GNPTAB (N-acétylglucosamine phosphotransferase) impliquée dans la N-glycosylation 
des protéines (Heifetz, Keenan et al. 1979). La N-glycosylation est un processus qui n’a lieu 
que dans le RE et son inhibition perturbe le repliement correct des protéines, provoquant 
l’accumulation de protéines mal repliées dans le RE et donc un stress RE. Même si ce modèle 
est désormais validé et a été utilisé à plusieurs reprises dans la littérature {Liao, 2012 
#443;Petrovski, 2011 #445;Zhang, 2011 #52}, très peu de données sont disponibles sur le 
développement et les caractéristiques de la dysfonction cardiaque induite par la tunicamycine. 
En effet, seule la fonction contractile cardiaque, l’apoptose et l’activation de la réponse UPR 
ont été mesurées. Nous avons donc choisi de caractériser plus en détail les effets d’une 
injection intrapéritonéale de TN chez la souris, de manière à mieux comprendre le rôle du 
stress RE délétère dans le développement de la pathologie cardiaque.  
Dans les modèles d’induction de stress RE par la TN in vivo, les auteurs ont mis en 
évidence une dysfonction cardiaque, associée à un déclenchement de l’apoptose en utilisant 
des doses de TN variant de 1 à 3 mg/kg. Pour déterminer la dose de TN à administrer aux 
souris, nous avons donc réalisé un effet dose et avons choisi d’injecter 0.5, 1, 2 et 3 mg/kg de 
TN puis nous avons mesuré l’atteinte de la fonction cardiaque par échocardiographie après 
72h (figure 27). 
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Figure 27: Analyse de la fraction d’éjection systolique par échocardiographie après une 
injection de 0.5, 1, 2 ou 3 mg/kg de tunicamycine. La dose de 2mg/kg induit une altération 
significative de la fraction d’éjection et sera retenue pour la suite de notre étude. CTL : 
Contrôle. 
 
Même si nous avons observé une diminution de la fraction d’éjection en fonction de la 
dose de TN injectée, la dose de 3 mg/kg s’est révélée trop élevée puisque 60% des souris sont 
décédées avant l’analyse de la fonction cardiaque par échocardiographie. Les doses de 0.5 et 1 
mg/kg n’induisent qu’une diminution non significative de la fraction d’éjection systolique. En 
revanche, la dose de 2mg/kg induit une dysfonction cardiaque clairement mesurable et a donc 
été retenue pour la suite de notre étude.  
L’induction du stress RE et l’activation de la voie UPR dans le cœur en réponse à 
2mg/kg TN a été mesurée par western blot. Comme le montre la figure 28, l’injection de TN 
induit une augmentation de l’expression de GRP78, CHOP et GADD34 et une augmentation 
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Figure 28 : L’injection de TN induit un stress RE et l’activation de la voie UPR dans le 
cœur. L’expression de GRP78, CHOP (A), GADD34 (B) et la phosphorylation d’eIF2α (C) 
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L’expression du facteur pro-apoptotique de la réponse au stress RE, le facteur CHOP, 
est régulée par les trois branches de la réponse UPR par l’intermédiaire des facteurs de 
transcriptions ATF4, ATF6 et XBP1s (Oyadomari and Mori 2004). L’augmentation de 
l’expression de CHOP que nous avons observée en réponse à l’injection de TN (figure 28) 
suggère que le stress RE induit est délétère et conduit au déclenchement de l’apoptose. Nous 
avons donc mesuré la fragmentation nucléaire caractéristique de ce type de mort cellulaire, 
sur des coupes de cœur de souris traitées avec la TN en utilisant la méthode TUNEL (figure 
29).  
 




Figure 29 : L’injection de de TN induit l’apoptose des cardiomyocytes in vivo. Les souris 
traitées avec 2mg/kg de TN présentent un nombre plus important de noyaux apoptotiques 
(marqués en marron). CTL : contrôle 
 
Alors que la mort cellulaire est très faible dans le groupe contrôle, le stress RE induit 
une augmentation significative de l’apoptose comme le témoigne l’augmentation des noyaux 
présentant une chromatine fragmentée (marqués en marron par le marquage TUNEL).  
Nous avons également mesuré la fonction cardiaque par échocardiographie et avons 
observé une diminution significative des fractions d’éjections systoliques et des fractions de 
raccourcissement, sans diminution du rythme cardiaque (Tableau 7). 
L’ensemble de ces résultats montre que l’induction d’un stress RE délétère dans le 
cœur s’accompagne d’une altération de la fonction cardiaque associée à une augmentation de 
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47,6 ± 1,3 36,1 ± 2,1*** 
Fraction d’éjection 
systolique (%) 
84,5 ± 1,1 72,3 ± 2,3*** 
Diamètre du VG  
en mm (diastole) 
3,47 ± 0,09 3,54 ± 0.15 
Diamètre du VG  
en mm (systole) 
1.82 ± 0.08 2,18 ± 0.16 
Epaisseur des parois 
en mm (diastole) 
1,98 ± 0,09 1,97 ± 0,07 
Epaisseur des parois 
en mm (systole) 
2,96 ± 0,07 2,78 ± 0,10 
Rythme cardiaque 487 ± 24 467 ± 17 
 
Tableau 7 : Analyse de la fonction cardiaque par échocardiographie. L’injection 
intrapéritonéale de 2mg/kg de TN induit une diminution des fractions de raccourcissement et 
d’éjection, sans induire de modifications significatives des diamètres ventriculaires et de 
l’épaisseur des parois du ventricule. CTL : Contrôle. 
 
Notre modèle d’injection intrapéritonéale de TN ne permet pas de cibler 
spécifiquement le cœur et entraine une exposition de la majorité des organes à cet inducteur 
de stress RE. Il est donc possible que le tissu cardiaque ne soit pas le seul à subir un stress RE. 
Nous nous sommes donc intéressés aux données anatomiques des souris traitées à la TN 
(tableau 8). Nous pouvons observer que l’injection de tunicamycine induit une diminution 
importante du poids corporel. Cette perte de poids est très rapide puisque les souris perdent 
15% de leur poids corporel en seulement 72h et pourrait donc être lié à une perturbation de 
l’alimentation des souris. Les altérations de la fonction cardiaque ne sont pas associées à une 
hypertrophie cardiaque puisque le poids du cœur rapporté au poids total n’est pas modifié. 
Alors que le poids des poumons et des reins n’est pas modifié, le poids du foie est diminué de 
manière significative en réponse au stress RE, ce qui suggère une atteinte des fonctions 
hépatiques. Nous avons également observé que les foies des souris traitées à la tunicamycine 
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ont une coloration légèrement jaune (figure 30). Le foie étant un organe sensible au stress RE, 
ces observations sont cohérentes avec les données de la littérature (Yamamoto, Takahara et al. 
2010, Lee, Zheng et al. 2012). 
 
 
   CTL       TN 
Poids avant injection 30 ± 0.45 30.7 ± 0.54 
Poids après injection 29.03 ± 0.52 26.03 ± 0.61*** 
Perte de poids 0.97 ± 0.25 4.67 ± 0.55*** 
Longueur du tibia 1.86 ± 0.04 1.84 ± 0.02 
Poids du cœur/ poids 
total 
6.35 ± 0.19 6.28 ± 0.18 
Poids poumons/ poids 
total 
6.85 ± 0.19 7.05 ± 0.33 
Poids foie/ poids total 54.80 ± 0.87 45.39 ± 1.17*** 
Poids reins/ poids total 7.38 ± 0.16 8.13 ± 0.32 
 
Tableau 8 : Données anatomiques des souris en réponse au stress RE. Le stress RE induit 




Figure 30 : Photo de foies de souris traitées ou non avec TN.  
CTL TN 
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Le foie des souris traitées par TN a une légère coloration jaune. CTL : Contrôle. 
Afin de mieux comprendre le rôle du stress RE dans le développement des pathologies 
cardiaques, nous avons caractérisé l’atteinte cardiaque induite par TN en effectuant une étude 
morphologique des cardiomyocytes par microscopie électronique (MET). Pour cela, après 72h 
de traitement à la TN, nous avons sacrifié les souris, perfusé les cœurs pour les fixer puis 
récupéré des morceaux de muscle papillaire et une partie du ventricule gauche.  
Comme nous l’avons vu dans l’introduction, l’organisation du réticulum est sujette à 
controverse et l’existence de réticulum endoplasmique est encore débattue. Notre étude par 
MET nous a permis de mettre en évidence des zones de RS et de RE dans la continuité l’une 
de l’autre (figure 31). Ces images très intéressantes suggèrent que non seulement RE et RS 
coexistent dans le cardiomyocyte, mais aussi qu’ils peuvent être directement connectés. Nous 
avons également observé que le RS est localisé principalement au niveau de la bande A des 
sarcomère, alors que le RE est plutôt localisé près de la bande I (figure 32). 
 
 
Figure 31 : Continuité RE/RS (photo non publiée, collaboration M. Novotova). Nous 
pouvons observer du RS (membrane lisse) en continuité avec du RE (recouvert de ribosomes). 
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Figure 32 : Localisation RE/RS en réponse à TN. Le RS est situé à proximité de la bande A 
des sarcomères, le RE plutôt à proximité de la bande I. M : mitochondrie, TT : Tubule T, SA : 
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En réponse au stress RE induit par TN, différentes modifications de l’architecture des 
cardiomyocytes ont été observées : 
 
 Présence de membranes dans les tubules T (figure 33). 
 Présence de fibres de collagène indiquant un processus de fibrose (figure 34). 
 Phénotype de myopathie et d’hypertrophie caractérisé par l’augmentation du volume 
du cytoplasme, la désorganisation spatiale des sarcomères et du réseau mitochondrial 
(figure 34). 
 Présence d’agrégats de lipofuscine, qui sont des amas de lysosomes ayant perdu leur 
activité enzymatique et qui sont habituellement observés chez les sujet âgés. (figure 
35) 
 Augmentation de la quantité de RE et des ribosomes libres (figure 36). 
 Augmentations des points de contacts entre le RE et les mitochondries. 
 Modifications importantes des mitochondries avec la présence « d’amas » de 
mitochondries, une hétérogénéité de la taille et de la morphologie des mitochondries, 
des mitochondries avec des crêtes épaisses et enfin des mitochondries gonflées et 
dépourvues de crêtes dans la matrice (figure 37). 
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Figure 33 : Le stress RE induit la présence de membranes dans les tubules T des 
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Figure 34 : Le stress RE induit un phénotype de myopathie/hypertrophie caractérisé par 
une désorganisation de l’architecture des cardiomyocytes et du réseau mitochondrial et la 
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Figure 35 : Le stress RE induit la présence de lipofuscine dans le cardiomyocyte. CTL : 
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Figure 36 : Le stress RE augmente la quantité de RE et de ribosomes libres dans le 
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Figure 37 : Le stress RE induit une altération de la morphologie des mitochondries.  
Chez les souris traitées avec TN, nous observons une hétérogénéité de la taille des 
mitochondries, des mitochondries gonflées et dépourvues de crêtes. S : sarcomère, Min : 
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Figure 38 : Le stress induit une accumulation de gouttelettes lipidiques. S : sarcomère, M : 
mitochondrie. 
 
Une augmentation des contacts entre le RE et les mitochondries a été démontrée dans 
différents types cellulaires en réponse au stress RE (Bravo, Vicencio et al. 2011). Ces contacts 
appelés MAM ou microdomaines sont connus pour faciliter, entre autres, le transfert de 
calcium entre les deux organites. Dans le cas d’un stress RE important, ces transferts 
calciques conduisent à la dépolarisation des mitochondries et au déclenchement de la voie 
mitochondriale de l’apoptose (Deniaud, Sharaf el dein et al. 2008). Dans les cardiomyocytes, 
nous avons effectivement observé une augmentation des points de contacts entre le RE et les 
mitochondries en réponse au stress RE. De plus, les modifications importantes de la 
morphologie des mitochondries induite par le stress RE, suggèrent que la fonction  
mitochondriale pourrait être altérée en réponse au stress RE. Nous avons donc mesuré la 
fonction mitochondriale in situ, en conservant l’architecture cellulaire des cardiomyocytes. 
Pour cela, des fibres de muscle cardiaque ont été préparées à partir de souris traitées à la TN 
puis perméabilisées à la saponine. Deux protocoles caractérisés par des ajouts successifs de 
substrats ou d’inhibiteurs de la fonction mitochondriale nous ont permis de mesurer le 
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale ainsi que les capacités 
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Figure 39 : Analyse de la fonction oxydative mitochondriale sur fibres perméabilisées. (A) 
Le stress induit une diminution de la consommation mitochondriale d’oxygène en présence de 
substrats des complexes I, II et IV, ce qui traduit une altération du fonctionnement de la 
chaine respiratoire mitochondriale. (B) L’ACR est diminué chez les souris traitées avec TN, 
indiquant une altération du couplage mitochondrial. CxI : Complexe I,  CxII : Complexe II, 
CxI+II : Complexe I +Complexe II, CxIV : Complexe IV, ACR : Accepting Control Ratio. 
CTL : Contrôle. 
 
La vitesse initiale de respiration (Vo), correspondant à la consommation 
mitochondriale d’oxygène en présence de substrats du complexe I (malate et glutamate) mais 
en absence d’ADP et donc sans production d’ATP, n’est pas modifiée par la tunicamycine 
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diminuée chez les souris traitées avec TN, ce qui reflète une altération du fonctionnement de 
la chaine respiratoire, lors de l’utilisation du complexe I comme voie d’entrée des électrons. 
L’ajout de succinate, un substrat du complexe II, stimule la respiration mitochondriale 
(CxI+II). Là encore, la consommation d’oxygène est altérée chez les souris traitées avec TN. 
L’inhibition du complexe I permet de mesurer le fonctionnement de la chaine respiratoire 
stimulée par le complexe II uniquement (CxII). Ce paramètre est altéré par la tunicamycine, 
ce qui traduit une perturbation du fonctionnement de la chaine respiratoire, lors de l’utilisation 
du complexe II comme voie d’entrée des électrons. De plus, l’activité du complexe IV est 
également perturbée chez les souris traitées. Enfin, le rapport entre Vmax et Vo qui donne une 
indication sur le couplage mitochondrial (ACR, Accepting Control Ratio), est diminuée par 
TN. Ces résultats indiquent que le stress RE induit un dysfonctionnement général de la chaine 
respiratoire mitochondriale.  
Pour confirmer ces données, nous avons mesuré, à partir de lysats de ventricule 
gauche, l’activité enzymatique du complexe IV (COX IV) de la chaine respiratoire (Figure 
40A) et de la citrate synthase (CS), une enzyme du cycle de Krebs (Figure 40B). L’activité de 
ces deux enzymes est altérée par TN, confirmant la dysfonction mitochondriale des souris 
ayant subies un stress RE.  
 
                       
Figure 40 : Analyse de l’activité enzymatique du complexe IV et de la citrate synthase.  
(A) Le stress RE induite une diminution de l’activité du complexe IV. (B) Les souris traitées 
avec TN présentent une altération de l’activité de la citrate synthase. CTL : Contrôle. 
 
L’accumulation de gouttelettes lipidiques que nous avons observé par MET en réponse 
au stress RE (figure 38) suggère que l’oxydation des acides gras serait diminuée lors d’un 
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utilisant comme substrat le palmitoyl-Co enzyme A (PCoA), un acide gras à chaine longue 
(16 carbones), qui nécessite un système de transporteurs pour entrer dans la matrice 











Figure 41 : Utilisation des substrats énergétiques par les mitochondries en réponse au 
stress RE. Le stress RE induit une diminution de la capacité à utiliser le PCoA, sans moduler 
l’utilisation du pyruvate. La consommation maximale d’oxygène est diminuée chez les souris 
traitées avec TN. CTL : Contrôle. 
 
L’oxydation de cet acide gras est diminuée de manière significative dans le groupe de 
souris traitées avec TN (figure 41). Cependant, ce résultat ne nous permet pas de savoir si 
cette altération est liée à une diminution du transport des acides gras dans la mitochondrie ou 
à une altération du fonctionnement des enzymes de la β-oxydation. Nous avons également 
mesuré l’utilisation d’un substrat de type glycolytique, le pyruvate, dont l’utilisation par la 
mitochondrie est légèrement augmentée mais de manière non significative en réponse au 
stress RE. En fin de protocole expérimental, l’ajout de glutamate nous a permis d’obtenir la 
consommation maximale d’oxygène par la mitochondrie et ainsi de pouvoir calculer le 
pourcentage de stimulation de la respiration mitochondriale induit par le PCoA et le pyruvate 
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Figure 42 : Utilisation relative des différents substrats énergétiques en réponse au stress 
RE. Le stress RE induit une diminution de l’utilisation relative des acides gras (PCoA) et une 
augmentation de l’utilisation relative des substrats glycolytiques (Pyruvate). 
 
De manière intéressante, alors que le pourcentage d’utilisation des acides gras est 
diminué, l’utilisation relative du pyruvate est augmentée, ce qui traduit la transition d’une 
utilisation préférentielle des acides gras vers une utilisation équivalente de substrats de type 
glycolytiques et d’acide gras. Pour confirmer ce résultat nous avons mesuré la fonction de la 
lactate déshydrogénase (LDH), une enzyme capable de catalyser la transformation du 
pyruvate en lactate mais également capable de transformer le lactate en pyruvate et qui joue 
donc un rôle fondamental dans la glycolyse. 
 
 
Figure 43 : Mesure de l’activité enzymatique de la LDH en réponse au stress RE. 
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Comme le montre la figure 43, l’activité de la LDH est augmentée par le stress RE, ce 
qui est caractéristique d’un changement métabolique en faveur d’une utilisation accrue des 
substrats de type glycolytique.  
Sur les photos de MET,  nous avons observé une altération de l’architecture cellulaire 
des cardiomyocytes. Les systèmes de transferts énergétiques étant très dépendants de 
l’organisation spatiale des mitochondries et des myofilaments, nous avons émis l’hypothèse 
que ces systèmes pourraient être perturbés. Dans l’un de nos protocoles d’étude de la fonction 
mitochondriale sur fibres perméabilisées, nous avons donc effectué, en présence de malate et 
de glutamate (stimulant le complexe I), deux ajouts successifs d’ADP (100µM et 2mM) qui 
nous ont permis d’estimer un Km pour l’ADP grâce à la formule suivante :  
Km =100 μM × (Vmax/V100 −1) 
Le Km permet d’estimer l’efficacité d’un système enzymatique. Plus la valeur du Km 
est basse, plus le fonctionnement d’un système est stimulé de manière importante par une 
faible concentration de substrat et plus l’affinité de ce système envers son substrat est 
importante. Il est donc admis qu’une augmentation du Km pour l’ADP correspond à une 
altération de la fonction mitochondriale. Si le Km est mesuré en présence de créatine, son 
augmentation correspond alors à une altération du système de transfert des créatines kinases. 
Dans ce protocole, entre les deux ajouts d’ADP, nous avons ajouté de la créatine (20mM) afin 
de stimuler le système de transferts énergétiques des créatines kinases. Nous savons que dans 
ces conditions expérimentales, la vitesse maximale de respiration n’est pas affectée par la 
créatine, seul le Km pour l’ADP est modifié. Nous avons donc pu estimer le Km pour l’ADP 
en présence de créatine. Ainsi, en comparant les Km pour l’ADP en absence ou en présence 
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Figure 44 : Km pour l’ADP en présence et en absence de créatine en réponse au stress RE. 
Alors que le stress RE n’induit aucune modification significative du Km pour l’ADP en 
absence de créatine, le Km est augmenté en présence de créatine, ce qui indique une 
altération de la navette des créatines kinases. Cr : Créatine, CTL : Contrôle. 
 
En absence de créatine, en condition de stress RE, le Km pour l’ADP n’est pas modulé 
de manière significative (figure 44). En revanche, en présence de créatine, le Km pour l’ADP 
est augmenté chez les souris traitées avec TN, ce qui reflète l’altération du système de 
transfert énergétique des créatines kinases en réponse au stress RE. Pour confirmer ce résultat, 
nous avons mesuré à partir de lysats de cœur de souris l’activité de deux enzymes impliquées 
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(A) Le stress RE n’induit aucune modification significative de l’activité de l’adénylate kinase 
(AK). (B) Les souris traitées avec TN présentent une diminution significative de l’activité de 
la créatine kinase (CK). CTL : Contrôle. 
 
L’activité de l’AK n’est pas modifiée en réponse au stress RE (figure 45). Cette 
navette n’est donc pas impliquée dans l’altération du système de transferts énergétiques 
induite par le stress RE. En revanche, l’activité des créatines kinases est diminuée par la 
tunicamycine. La principale navette impliquée dans les transferts d’énergie est donc 
responsable de l’altération des transferts énergétiques induite par le stress RE. 
 L’ensemble des résultats obtenus dans cette étude permet de conclure que l’induction 
in vivo d’un stress RE par la TN provoque (i) l’apoptose des cardiomyocytes et une 
dysfonction cardiaque, (ii) une augmentation du la quantité de RE et l’activation de la voie 
UPR dans le cœur, (iii) une altération de la morphologie et de la fonction mitochondriale, (iv) 
une diminution de la consommation d’acide gras et une augmentation de l’utilisation de 
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Chapitre II. Rôle de SIRT1 dans la réponse au stress RE 
des cardiomyocytes 
 
Nous avons vu que le stress RE joue un rôle crucial dans le développement de nombreuses 
pathologies cardiaques. L’objectif actuel des recherches sur le stress RE dans le domaine 
cardiovasculaire a pour but non pas d’inhiber le stress RE mais plutôt de le moduler de 
manière à conserver les réponses bénéfiques adaptatives et à limiter le déclenchement de 
l’apoptose délétère. Nous avons émis l’hypothèse que SIRT1, une déacétylase connue pour 
être activée en réponse à de nombreux stress cardiaques et pour jouer un rôle cardioprotecteur, 
pourrait réguler la réponse au stress RE et permettrait de limiter le déclenchement de 
l’apoptose délétère des cardiomyocytes. 
Pour tester notre hypothèse, nous avons choisi de développer trois modèles d’étude de la 
réponse au stress RE. Les cardiomyocytes étant des cellules très différenciées avec un très 
faible potentiel de réplication, il n’existe pas de lignée cellulaire dérivée de ce type de cellule. 
La lignée cellulaire la plus proche des cardiomyocytes est la lignée de cardiomyoblastes de 
rats H9c2 qui possèdent certains caractères spécifiques des cardiomyocytes tels que des 
canaux calciques de type L (Sipido and Marban 1991). Nous avons choisi d’utiliser cette 
lignée cellulaire car c’est un outil qui permet de fournir des cellules en grande quantité et qui 
permet la caractérisation précise de voies de signalisations par différentes approches 
(cytométrie en flux, siRNA, WB, PCR…). Nous avons également établi un modèle 
d’induction de stress RE dans des cardiomyocytes adultes isolés à partir de cœur de rats. Ce 
modèle est plus pertinent pour étudier la physiologie du cardiomyocyte in vitro par rapport à 
la lignée H9c2, mais possède néanmoins des contraintes importantes (protocole de 
dissociation complexe, temps de maintien en culture relativement court…). Enfin, nous avons 
utilisé le modèle  in vivo d’induction de stress RE par injection de TN décrit dans la première 
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I. Etude du rôle de SIRT1 dans la réponse apoptotique au 
stress RE 
 
A. Etablissement du modèle d’étude du stress RE dans les cellules 
H9c2 
 
Afin d’induire un stress RE dans les cellules H9c2, nous avons utilisé deux drogues 
reconnues comme inducteurs de stress RE, la thapsigargine (TG) et la tunicamycine (TN). La 
thapsigargine est un inhibiteur non compétitif de l’ATPase SERCA. L’inhibition de cette 
pompe provoque le blocage de la recapture du calcium du cytoplasme vers le RE. Les fuites 
calciques du RE ne sont alors plus compensées et la concentration intraluminale de calcium 
dans le RE est modifiée (Deniaud, Sharaf el dein et al. 2008). Cette perturbation de 
l’homéostasie calcique modifie le fonctionnement de protéines chaperonnes du RE dont 
l’activité est dépendante du calcium, telles que la calnexine ou la calreticuline, ce qui altère le 
processus de repliement des protéines du RE. Cette altération provoque l’accumulation de 
protéines mal repliées et donc un stress RE. Nous avons également utilisé la tunicamycine, 
dont l’action a déjà été décrite dans la première partie des résultats. TG et TN vont donc 
induire une perturbation de la maturation des protéines et l’accumulation de protéines mal 
repliées dans le RE en agissant sur des processus différents, dépendants ou non du calcium. 
L’utilisation en parallèle de ces deux drogues nous a permis d’associer les résultats obtenus à 
la perturbation de la synthèse des protéines de manière générale et non aux propriétés 
spécifiques de l’une ou l’autre de ces drogues. Notre objectif étant de développer un modèle 
de stress RE délétère associé à un déclenchement de la mort cellulaire, j’ai effectué des 
cinétiques et des effets-doses puis mesuré la mort cellulaire grâce au test FDA (Fluoresceine 
DiAcetate). Le groupement diacétate rend le FDA perméant et bloque la fluorescence de la 
fluorescéine. Lorsque le FDA pénètre dans la cellule, les estérases cellulaires clivent cette 
molécule, libérant ainsi la fluorescéine et la cellule devient alors fluorescente. Dans les 
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Figure 46 : Etude de la mort cellulaire induite par TN (A) et TG (B). TG et TN induisent la 
mort cellulaire de manière dose et temps dépendants. TG = thapsigargine, TN  = 
tunicamycine, CTL: contrôle. 
 
Après un traitement avec TN (figure 46A) ou TG (figure 46B), la mort cellulaire 
augmente progressivement au cours du temps. De même, la mortalité augmente en fonction 
de la dose de TN ou de TG. Ainsi, TN et TG induisent la mort cellulaire des cellules 
cardiaques de manière dose et temps dépendants. Pour la suite de nos expériences, nous avons 
choisi des conditions dans lesquelles le taux de mort cellulaire est d’environ 50%, de manière 
à pouvoir moduler positivement ou négativement cette mort. Nous avons donc retenu les 
doses de 10 µg/ml pour la tunicamycine et 5µM pour la thapsigargine et un traitement d’une 
durée de 48h. 
Afin de vérifier que ces conditions de traitement sont associées à l’induction d’un 
stress RE, nous avons mesuré l’expression de marqueurs de stress RE des trois branches de la 





















Chapitre II. Rôle de SIRT1 dans la réponse au stress RE des cardiomyocytes 
Résultats  146  
 
l’expression des ARNm d’ATF4, de CHOP, de XBP1s et de EDEM1 (figure 47A) et le 
niveau protéique de GRP78 et de CHOP sont fortement augmentés (figure 47B). Cette 
observation confirme que dans les conditions expérimentales choisies, TG et TN induisent un 
stress RE important. 
En conclusion, les conditions expérimentales que nous avons développées nous 




Figure 47 : Mesure de l’expression de membres de la voie UPR en réponse à TG et TN. (A) 
Les ARNm de XBP1s, CHOP, ATF4, GRP78 et EDEM1 sont augmentés en réponse à TG et 
TN. (B) L’expression de GRP78 et de CHOP est augmentée en réponse aux agents de stress 
RE. CTL: contrôle. 
 
B. Régulation de l’expression et de l’activité de SIRT1 en réponse 
au stress RE 
 
SIRT1 est une protéine connue pour être activée en réponse à différents types de stress et 
induire des réponses protectrices pour rétablir l’homéostasie. Afin de déterminer l’implication 
de SIRT1 dans la réponse au stress RE, j’ai mesuré son expression par RT-PCRq et par 
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figure 48, le stress RE induit une augmentation significative de l’expression de l’ARNm (A) 
et de la protéine SIRT1 (B).  
 
 
Figure 48 : Régulation de l’expression de SIRT1 en réponse au stress RE.  
TG et TN (4h) induisent une augmentation significative de l’expression de l’ARNm (A) et du 
niveau protéique de SIRT1 (B). CTL: contrôle. DR : Densité Relative. 
 
Nous nous sommes demandé si cette augmentation de l’expression de SIRT1 était 
accompagnée d’une augmentation de son activité. Pour mesurer l’activité déacétylase de 
SIRT1, nous avons mesuré l’acétylation générale des protéines sur des résidus lysines. Nous 
avons utilisé un inhibiteur pharmacologique de SIRT1, l’EX527, décrit dans la littérature 
comme spécifique de cette sirtuine (Peck, Chen et al. 2010). De manière attendue, l’inhibition 
de l’activité déacétylase de SIRT1 par l’inhibiteur pharmacologique EX527 (10µM), 
augmente l’acétylation générale des protéines sur des résidus lysines (figure 49). Le stress RE 
induit par TG et TN entraine une diminution de l’acétylation des protéines. En présence 
d’agents des stress RE et d’EX527, l’acétylation des résidus lysines est augmentée, ce qui 
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Figure 49 : Acétylation globale des protéines sur des résidus lysine en réponse au stress 
RE. L’inhibition de SIRT1 par l’EX527 (10µM) augmente l’acétylation des protéines. Le 
stress RE induit par TG et TN (4h) diminue l’acétylation des résidus lysine, cette diminution 
est bloquée lorsque SIRT1 est inhibée. CTL: contrôle. DR : Densité Relative. 
  
Afin de mieux caractériser l’activité de SIRT1 en  réponse au stress RE, nous avons 
mesuré l’acétylation de deux cibles reconnues de SIRT1, p53 et l’histone 1 (H1) (Luo, 
Nikolaev et al. 2001, Vaquero, Scher et al. 2004).  










Figure 50 : Acétylation de p53 et de l’histone H1 en réponse au stress RE.  
L’inhibition de SIRT1 par l’EX527 (10µM) augmente l’acétylation de p53 et de l’histone H1. 
Le stress RE induit par TG et TN (4h) diminue l’acétylation de ces protéines ; cette 
diminution est bloquée lorsque SIRT1est inhibée par l’EX527. CTL : contrôle. DR = Densité 
relative. 
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Nous pouvons observer sur la figure 50 que TG et TN induisent une forte diminution 
de l’acétylation de ces deux protéines traduisant une activation de SIRT1 en réponse au stress 
RE. L’EX527 augmente l’acétylation de l’histone H1 et de p53 et bloque la déacétylation 
induite par le stress RE. Ces résultats démontrent donc que SIRT1 est spécifiquement activée 
en réponse au stress RE. 
 
C. Rôle de SIRT1 dans la réponse apoptotique au stress RE 
délétère des cellules cardiaques  
 
Un stress RE sévère ou prolongé est considérée comme délétère car associé au 
déclenchement de la mort cellulaire dans de nombreux systèmes (Sano and Reed 2013). 
Puisque nous avons démontré que SIRT1 est activée en réponse au stress RE, nous avons 
déterminé si cette sirtuine régulait la mort cellulaire induite par un stress RE délétère. La mort 
cellulaire a été mesurée par cytométrie en flux en utilisant la sonde FDA (figure 51). 
 
Figure 51 : Rôle de SIRT1 dans la mort cellulaire induite par un stress RE.  
TG et TN induisent une augmentation importante de la mort cellulaire. Cette mort est 
augmentée lorsque SIRT1 est inhibée par l’EX527 (10µM). CTL: contrôle. 
 
Les cellules non traitées présentent un faible taux de mort cellulaire (moins de 10%). 
En réponse au stress RE, on observe une augmentation de la mort cellulaire qui atteint environ 
38% avec TG et 26% avec TN. De manière intéressante, alors que l’EX527 seul n’a aucun 
effet, il augmente la mort cellulaire induite par TG et TN. Même si l’EX527 est décrit comme 
très spécifique de SIRT1, nous avons choisi de confirmer ces résultats en inhibant 
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Figure 52 : Effet de l’extinction de SIRT1 sur la mort cellulaire induite par un stress RE.  
(A) Après transfection du siRNA SIRT1, cette protéine n’est plus détéctable. (B) En réponse 
au stress RE, l’extinction de SIRT1 augmente la mort cellulaire. CTL: contrôle. 
 
Nous pouvons observer qu’après 24h de transfection avec le SiRNA SIRT1, la protéine 
n’est plus détectable (figure 52A). Nous avons donc transfecté les cellules H9c2 avec un 
siRNA CTL ou un siRNA SIRT1 puis 24h après, les cellules ont été traitées avec TG et TN. 
L’extinction de SIRT1 induit une augmentation de la mort cellulaire en réponse au stress RE 
(figure 52B), ce qui valide les résultats obtenus avec l’inhibiteur pharmacologique. 
L’ensemble de ces résultats démontre que l’inhibition ou l’extinction de SIRT1 augmente 
la mort cellulaire en réponse à TG ou TN. Nous pouvons donc conclure que SIRT1 protège de 
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D. Caractérisation de la mort cellulaire régulée par SIRT1 en 
réponse au stress RE 
 
Pour caractériser la mort cellulaire régulée par SIRT1 en réponse au stress RE, j’ai 
mesuré : 
 la nécrose par cytométrie en flux en utilisant l’iodure de propidium, un agent 
intercalant qui se fixe aux acides nucléiques doubles brins. Cette molécule 
fluorescente imperméante marque les cellules présentant une perméabilisation 
de la membrane plasmique, une caractéristique de la mort cellulaire par 
nécrose. 
 l’apoptose, en étudiant la morphologie des noyaux après marquage avec la 
sonde Hoechst, qui se fixe dans le grand sillon de l’ADN. 
 l’activation de la voie mitochondriale de l’apoptose, en utilisant la sonde 
DiOC6(3), un cation lipophile fluorescent perméant qui s’accumule dans les 
compartiments avec un potentiel de membrane négatif. Utilisée à faible 
concentration (de l’ordre du nM), elle permet de marquer spécifiquement les 
mitochondries polarisées. 
 l’activation de la caspase-3 mesurée grâce à la sonde DEVD-NucView 488 qui 
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Figure 53 : Caractérisation de la mort cellulaire régulée par SIRT1 en réponse au stress 
RE. L’inhibition de SIRT1 par EX527 (10µM)  ne s’accompagne pas d’une augmentation de 
la nécrose en réponse à TG et TN (A). En revanche l’inhibition de SIRT1 augmente la 
fragmentation nucléaire (B, C), la chute de potentiel de membrane mitochondrial (D) et 
l’activation de la caspase 3 (E). CTL : contrôle. 
 
L’augmentation du pourcentage de cellules positives pour l’iodure de propidium reste 
très faible après le traitement par TG et TN et n’est pas modifié par l’EX527 (figure 53A). 
Ceci indique que les cellules ne meurent pas par nécrose. Nous pouvons observer sur la figure 
53C que le stress RE induit la condensation et la fragmentation des noyaux, des 
caractéristiques de la mort par apoptose. De plus, le nombre de cellules présentant un noyau 
apoptotique est augmenté lorsque SIRT1 est inhibée (figure 53C). Puisque la mort cellulaire 
induite par le stress RE et l’inhibition de SIRT1 est de type apoptotique, nous avons étudié 
l’implication de la voie mitochondriale de l’apoptose et l’activation de la caspase 3. Les 
résultats obtenus indiquent que le stress RE induit une chute du potentiel de membrane 
mitochondrial (figure 53D) et une activation de la caspase 3 (figure 53E). L’inhibition de 
SIRT1 par l’EX527 augmente la dépolarisation des mitochondries et l’activation de la 
caspase 3 en réponse au stress RE.  
Pour étudier plus en détails l’apoptose et les modifications de l’ultrastructure cellulaire 
induite par le stress RE et l’inhibition de SIRT1, les cellules H9c2 ont été fixées après 36h de 
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Figure 54 : Observation par MET de l’architecture cellulaire en réponse au stress RE et à 
l’inhibition de SIRT1. Le stress RE induit un gonflement du RE et des mitochondries et une 
condensation des noyaux. Lorsque SIRT1 est inhibée, le gonflement du RE est plus important, 
les mitochondries sont dépourvues de crêtes et les noyaux sont fragmentés. Grossissement 
X3000 (A) ou X15000 (B). RE : Réticulum endoplasmique, M : mitochondrie, N : Noyau, 
NC : Noyau Condensé, NF : Noyau Fragmenté, CTL : Contrôle. 
 
Les cellules non traitées présentent une architecture cellulaire normale avec des 
mitochondries de forme allongée présentant un nombre important de crêtes mitochondriales, 
un réticulum endoplasmique fin et allongé, ainsi que des noyaux de forme classique (figure 
54). Le traitement avec TN induit un gonflement du RE et des mitochondries, qui conservent 
malgré tout des crêtes, ainsi qu’une condensation nucléaire caractéristique de l’apoptose. La 
combinaison TN et EX527 provoque un gonflement plus important du RE, les mitochondries 
apparaissent complétement dilatées et dépourvues de crêtes et ne sont donc plus 
fonctionnelles, le noyau apparait condensé et fragmenté. L’inhibition de SIRT1 modifie donc 
dramatiquement la structure du RE et des mitochondries et aggrave l’effet délétère du stress 
RE. 
L’ensemble des résultats que nous avons obtenus in vitro indiquent qu’une inhibition 
de SIRT1 augmente l’apoptose mitochondriale induite par TG et TN et démontrent donc que 
SIRT1 joue un rôle protecteur contre le stress RE dans les cellules cardiaques. 
 
E. Etablissement du modèle murin d’invalidation conditionnelle de 
SIRT1  
 
Pour étudier le rôle de SIRT1 dans le modèle in vivo de stress RE décrit dans la 
première partie des résultats, nous avons utilisé une lignée de souris  permettant l’inactivation 
de la sirtuine 1 de manière inductible (fournie par le Dr David Sinclair de l’université 
d’Harvard, Boston). Cette lignée présente de part et d’autre de l’exon 4 de SIRT1, 
correspondant au domaine catalytique de la protéine, deux séquences de type LoxP. Ces sites 
peuvent être reconnus par une Cre recombinase qui entraine l’excision de la séquence 
encadrée par les sites LoxP. Nous avons donc croisé les souris SIRT1Δex4/Δex4 avec des souris 
transgéniques portant le gène codant la Cre recombinase, dont l’expression est sous le 
contrôle du tamoxifène (Cre-ERT2). Nous avons ainsi obtenus des souris SIRT1Δex4/Δex4 ; 
wt/creERT2, dont l’activité déacétylase de SIRT1 peut être invalidée de manière inductible par 
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injection intrapéritonéale de tamoxifène. En accord avec la littérature, nous avons déterminé 
la quantité de tamoxifène administrée à 100mg/kg répartie en 4 injections journalières. Il a été 
rapporté dans la littérature que l’activation de certaines Cre recombinase, pouvait induire une 
dysfonction cardiaque précoce, compensée en quelques semaines. Nous avons donc effectué 
un suivi de la fonction cardiaque par échocardiographie 1, 2, 3 et 4 semaines après les 
injections de tamoxifène (figure 55).  
 
Figure 55 : Effet de l’activation de la Cre recombinase et de l’invalidation de SIRT1 
sur la fonction cardiaque. L’activation de la Cre recombinase et l’invalidation de SIRT1 
n’induisent aucune atteinte de la fonction cardiaque.  
 
Nous pouvons observer une légère diminution de la fraction d’éjection après trois 
semaines, rétablie à un niveau normal à quatre semaines. Nous avons donc choisi d’étudier les 
effets de l’invalidation de SIRT1, quatre semaines après l’injection de tamoxifène pour la 
suite de nos expérimentations. Après le sacrifice des souris, nous avons collecté différents 
organes pour vérifier l’invalidation de SIRT1 au niveau ADN (figure 56A), ARNm (figure 
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Figure 56 : Effet de l’activation de la Cre recombinase sur l’ADN, l’ARNm et la protéine 
SIRT1 en réponse au tamoxifène.  
L’activation de la Cre recombinase par le tamoxifène entraine l’excision de l’exon 4 du gène 
de SIRT1 (ADN obtenu à partir de la queue des souris)(A), l’expression d’un ARNm de SIRT1 
tronqué (ARNm obtenus à partir du ventricule gauche des souris)(B), l’extinction quasi totale 
de la protéine SIRT1 dans le cœur et l’expression d’une forme tronquée de la protéine dans le 
foie (C). 
  
 L’activation de la Cre recombinase permet l’excision de l’exon 4 du gène de SIRT1 
(figure 58). Cette excision entraine l’expression d’une forme tronquée de l’ARNm de SIRT1 
(figure 59). Finalement, l’injection de tamoxifène induit l’extinction quasi totale de la 
protéine dans le cœur (figure 60). Il est à noter que dans le foie, l’activation de la Cre 
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une forme clivée et non active de SIRT1 produite par l’excision de l’exon 4. Ces résultats 
valident notre modèle d’invalidation conditionnelle de SIRT1. 
 
F. Rôle de SIRT1 dans la régulation du stress RE in vivo 
 
Les résultats obtenus in vitro nous ont conduits à étudier le rôle de SIRT1 dans la réponse 
au stress RE in vivo chez la souris. Pour cela nous avons utilisé les souris SIRT1Δex4/Δex4 ; 
wt/creERT2, chez lesquelles SIRT1 est invalidée par injection de tamoxifène. Quatre semaines 
après l’injection de tamoxifène, les souris ont été injectées avec la tunicamycine (2mg/kg) 
pour induire un stress RE. La fonction cardiaque a été mesurée par échocardiographie après 
72h de traitement (figure 61), puis les souris ont été sacrifiées et une étude anatomique a été 
réalisée (tableau 7). 
 
 
WT CTL SIRT1 iKO CTL WT TN SIRT1 iKO TN 
Poids initial (g) 30 ± 0.45 28.55 ± 0.38 30.7 ± 0.54 29.5 ± 0.70 
Poids final (g) 29.03 ± 0.52 27.94 ± 0.54 26.03 ± 0.61*** 24.27 ± 0.75*** 
Perte de poids (g) 0.97 ± 0.25 0.61 ± 0.42 4.67 ± 0.55*** 5.23 ± 0.31*** 
Longueur du  
Tibia (cm) 
1.86 ± 0.04 1.86 ± 0.01 1.84 ± 0.02 1.85 ± 0.01 
Poids du cœur / 
poids total 
6.35 ± 0.19 6.44 ± 0.16 6.28 ± 0.18 6.74 ± 0.36 
Poids du poumon 
/ poids total 
6.85 ± 0.19 7.89 ± 1.52 7.05 ± 0.33 7.41 ± 0.21 
Poids du foie / 
poids total 
54.80 ± 0.87 51.43 ± 1.13 45.39 ± 1.17*** 44.26 ± 0.92*** 
Poids du rein / 
poids total 
7.38 ± 0.16 7.05 ± 0.20 8.13 ± 0.32 7.76 ± 0.34 
 
Tableau 7 : Données anatomiques des souris invalidées pour SIRT1 et traitées avec TN 
(2mg/kg) pendant 72h. n = 10 souris par groupe. 
 
Comme nous l’avons vu dans la première partie des résultats, le tableau 7 montre que 
le stress RE entraine une diminution du poids des souris et du poids relatif du foie. Ces pertes 
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de poids ne sont pas modulées par l’invalidation de SIRT1. En ce qui concerne la fonction 
cardiaque, nous pouvons observer dans la figure 57 que le traitement par TN induit une 
diminution significative de la fraction d’éjection systolique et de la fraction de 
raccourcissement, sans induire de modification du diamètre du VG, de l’épaisseur des parois 
ventriculaires ou du rythme cardiaque (tableau 8). Alors que l’inactivation de SIRT1 en elle-
même n’induit aucune perturbation de la fonction cardiaque, l’altération des fractions 
d’éjection systolique et de raccourcissement est plus importante en réponse au stress RE 
lorsque SIRT1 est invalidée. De plus, en réponse à TN, le diamètre et l’épaisseur des parois 
du VG sont significativement plus importantes chez les souris invalidées pour SIRT1 que 
chez les souris sauvages. L’altération de la fonction cardiaque est donc plus importante chez 
les souris invalidées pour SIRT1, ce qui démontre in vivo le rôle cardioprotecteur joué par 















Figure 57 : Effet de l’injection de TN et de l’invalidation de SIRT1 sur la fonction 
cardiaque. Le stress RE induit par TN entraine une diminution de la fraction d’éjection. Cette 
altération de la fonction cardiaque est plus importante chez les souris invalidées pour SIRT1. 
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84,5 ± 1,1 84,3 ± 1,9 72,4 ± 2,3*** 62,3 ± 2,2***$$$ 
 
Diamètre du VG  
en mm (diastole) 
 
3,47 ± 0,09 3,59 ± 0,13 3,54 ± 0.15 3,60 ± 0,10 
 
Diamètre du VG  
en mm (systole) 
 
1.82 ± 0.08 1,90 ± 0,14 2,18 ± 0.16 2,55± 0,09**$ 
 
Epaisseur des parois 
en mm (diastole) 
 
1,98 ± 0,09 2,01 ± 0,08 1,97 ± 0,07 2,14 ± 0,14 
 
Epaisseur des parois 
en mm (systole) 
 




487 ± 24 489 ± 13 467 ± 17 453 ± 23 
Tableau 8 : Fonction cardiaque des souris invalidées pour SIRT1 et traitées avec TN.  
VG : Ventricule Gauche, WT : sauvages, CTL =  Contrôle. n = 10 souris par groupe. 
 
L’apoptose jouant un rôle important dans les effets délétères du stress RE lors du 
développement de la pathologie cardiaque, nous avons mesuré la fragmentation des noyaux 
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Figure 58 : L’apoptose induite par un stress RE est augmentée lorsque SIRT1 est invalidée.  
Le marquage TUNEL de coupes de cœur de souris révèle que le stress RE induit une 
augmentation des noyaux apoptotiques fragmentés (marqués en marron). L’apoptose induite 
par le stress RE est significativement plus importante chez les souris invalidées pour SIRT1. 
WT = sauvages, CTL =  Contrôle 
 
Nous pouvons observer que TN induit une augmentation importante et significative de 
la mort cellulaire par apoptose (figure 58). De manière intéressante, l’apoptose est plus 
importante chez les souris invalidées pour SIRT1. Ce résultat indique que SIRT1 joue un rôle 
cardioprotecteur en limitant l’apoptose induite par le stress RE. 
 
G. Effet de l’inhibition et de l’activation de SIRT1 dans la réponse 
au stress RE des cardiomyocytes 
 
 
Dans notre modèle, la tunicamycine est injectée par voie intrapéritonéale et peut donc 
induire un stress RE dans différents organes et pas uniquement dans le cœur. Pour vérifier que 
les effets observés au niveau du cœur sont liés à la capacité de la tunicamycine à induire un 
stress RE délétère dans les cellules cardiaques, nous avons étudié les effets de TN sur la 
viabilité cellulaire de cardiomyocytes adultes isolés à partir de cœur de rats, en absence ou en 
présence d’un inhibiteur (EX527) ou d’un activateur de SIRT1 (STAC3). 
Les cardiomyocytes adultes ont été traitées avec 10µg/ml de TN pendant 24h, puis 
nous avons mesuré la mort cellulaire en utilisant le test FDA. La tunicamycine induit une 
augmentation importante de la mort cellulaire des cardiomyocytes en culture (figure 59), ce 
qui montre que TN peut cibler directement les cardiomyocytes adultes pour induire un stress 
RE et l’apoptose. De plus, l’inhibition de SIRT1 par l’EX527 augmente la mort cellulaire en 
réponse au stress RE, comme nous l’avons observé pour les cellules H9c2. Puisque 
l’inhibition de SIRT1 augmente l’apoptose induite par le stress RE, nous avons émis 
l’hypothèse que son activation pouvait être protectrice. Pour tester cette hypothèse, nous 
avons traité les cardiomyocytes avec du STAC3, un activateur spécifique de SIRT1. De 
manière très intéressante, un traitement avec le STAC3 protège les cardiomyocytes de la mort 
cellulaire induite par TN, ce qui confirme le rôle cardioprotecteur joué par SIRT1 dans la 
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réponse au stress RE. Ce résultat suggère que l’activation de SIRT1 pourrait représenter une 





















Figure 59 : SIRT1 protège les cardiomyocytes adultes de la mort induite par TN.  
TN induit la mort cellulaire de cardiomyocytes adultes isolés à partir de cœur de rats. 
L’inhibition de SIRT1 (EX527 20µM) augmente la mort cellulaire induite par un stress RE. 
L’activation de SIRT1 (STAC3 1µM) protège de la mort cellulaire induite par TN. CTL: 
contrôle. 
 
II. Etude des mécanismes de régulation de la voie UPR par 
SIRT1  
 
Après avoir démontré in vitro et in vivo le rôle cardioprotecteur de SIRT1 dans la réponse 
au stress RE, nous avons cherché à décrypter les mécanismes moléculaires de la régulation du 
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de rétablir l’homéostasie du RE en réponse à un stress. Dans le cas d’un stress RE trop 
important ou maintenu sur une durée prolongée, ce mécanisme ne permet plus de rétablir 
l’homéostasie et la réponse UPR déclenche le processus apoptotique. Puisque nous avons 
démontré que SIRT1 joue un rôle cardioprotecteur en régulant la mort cellulaire induite par le 
stress RE, nous avons émis l’hypothèse que SIRT1 agirait en régulant l’activation de la 
réponse UPR. 
Pour tester cette hypothèse, les cellules H9c2 ont été traitées avec TG et TN pendant 24h, 
en présence ou en absence de l’inhibiteur de SIRT1 EX527 et l’expression des ARNm des 




















Figure 60 : SIRT1 module spécifiquement la branche PERK de la voie UPR. Le stress RE 
induit une augmentation de l’expression des membres des 3 branches de la voie UPR. 
L’inhibition de SIRT1 induit  uniquement une augmentation des membres de la branche 
PERK. CTL: contrôle. 
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Comme attendu, nous pouvons observer su la figure 60 que le stress RE induit par TG 
et TN provoque une augmentation importante de l’expression de tous les gènes de la voie 
UPR testés, que ce soit des membres de la branche ATF6, IRE1 ou PERK. De plus, alors que 
l’EX527 seul n’a aucun effet, il induit une augmentation plus importante de l’expression 
d’ATF4, d’ATF3, de GADD34 et de CHOP en réponse au stress RE. De manière intéressante, 
nous pouvons remarquer que ces quatre membres font tous partie de la branche PERK de la 
réponse UPR. Ce résultat suggère que dans les cellules cardiaques, SIRT1 ne module ni la 
branche ATF6, ni la voie IRE1 mais régule spécifiquement la branche PERK en réponse au 
stress RE. Pour confirmer ce résultat et puisque l’activation de cette branche est également 
contrôlée par des modifications post-traductionnelles (notamment la phosphorylation de 
PERK et d’eIF2α), nous avons mesuré par western blot l’effet de l’inhibition de SIRT1 en 
réponse au stress RE (figure 61).  
La première étape d’activation de la branche PERK est la trans-auto-phosphorylation 
de la kinase PERK (Ron and Walter 2007). Cette phosphorylation de PERK est augmentée en 
réponse au stress RE, mais n’est pas modulée par l’inhibition de SIRT1, comme le montre la 
figure 61 suggérant que SIRT1 agit à une étape située en aval de PERK. Une fois activée, la 
kinase PERK phosphoryle le facteur d’initiation de la traduction eIF2α (Hetz, Chevet et al. 
2013). Cette protéine est phosphorylée en réponse à un traitement par TG et TN et cette 
phosphorylation est plus importante lorsque SIRT1 est inhibée. La phosphorylation d’eIF2α 
inhibe la traduction générale des protéines mais stimule de manière spécifique la traduction de 
protéines non traduites en situation physiologiques telles qu’ATF4, CHOP et GADD34 (Ron 
and Harding 2012). L’expression de ces trois protéines est effectivement augmentée par TG et 
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Figure 61 : SIRT1 régule la phosphorylation d’eIF2α et l’expression d’ATF4, de GADD34 
et de CHOP en réponse au stress RE. Le stress RE induit par TG et TN provoque l’activation 
de la branche PERK, caractérisée par la phosphorylation de PERK et d’eIF2α et 
l’augmentation de l’expression de GADD34, ATF4 et CHOP. L’inhibition de SIRT1 augmente 
la phosphorylation d’eIF2α, l’expression de GADD34, ATF4 et CHOP en réponse au stress 
RE.  CTL: contrôle, DR : Densité Relative. 
 
Nous avons ensuite vérifié si les résultats obtenus in vitro étaient également observés 
in vivo. Pour cela, en plus de l’expression de SIRT1, nous avons mesuré la phosphorylation 
d’eIF2α et l’expression de GADD34 et CHOP en réponse au stress RE à partir de lysats de 
ventricule gauche de souris WT ou SIRT1 iKO traitées pendant 16h par la tunicamycine 
(figure 62).  
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p-eIF2α/eIF2α : 1.00 1.09 1.75 1.61 3.50 3.90 
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Figure 62 : L’invalidation de SIRT1 induit une suractivation de la branche PERK en 
réponse au stress RE dans un modèle in vivo. TN induit la phosphorylation d’eIF2α et 
l’augmentation de l’expression de SIRT1, GRP78, GRP94, GADD34 et de CHOP. 
L’expression de GRP78 et GRP94 n’est pas modulée par l’invalidation de SIRT1 en réponse 
au stress RE. L’activation de la branche PERK mise évidence par la phosphorylation d’eIF2α 
et l’expression de CHOP et GADD34 est plus importante chez les souris invalidées pour 
SIRT1. 
Véhicule 
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Comme démontré précédemment, la protéine SIRT1 n’est pas détectable chez les 
souris invalidées pour cette protéine. L’injection de TN induit une augmentation significative 
de l’expression de SIRT1 chez les souris WT, confirmant les résultats obtenus sur les cellules 
H9c2 et démontrant que l’expression de cette déacétylase est augmentée in vivo en réponse au 
stress RE. TN provoque l’augmentation de l’expression de GRP78 et de GRP94 de manière 
identique chez les souris sauvages et chez les souris invalidées pour SIRT1, indiquant que 
SIRT1 agirait en aval de ces protéines. La phosphorylation d’eIF2α et l’expression de 
GADD34 et de CHOP sont augmentées par la tunicamycine et l’invalidation de SIRT1 induit 
une augmentation plus importante de l’expression de ces protéines. Ces résultats confirment 
in vivo que SIRT1 régule la branche PERK de la voie UPR et suggèrent l’existence d’une 
cible de SIRT1 encore non identifiée dans cette branche.  
Afin d’identifier la cible permettant à la déacétylase SIRT1 de réguler la branche 
PERK, nous avons réalisé une immunoprécipitation (IP) en utilisant un anticorps dirigé contre 
les résidus lysines acétylés de manière à immunoprécipiter toutes les cibles potentielles de 
SIRT1. Nous avons ensuite cherché à identifier dans cet immunoprécipitat, la présence des 
membres de la voie PERK : PERK, eIF2α, ATF4, CHOP et GADD34. En ce qui concerne 
GADD34, eIF2α et PERK, qui sont des protéines exprimées de manière importante en 
situation physiologique, nous avons réalisé cette IP à partir de H9c2 non traitées. En ce qui 
concerne CHOP et ATF4, exprimées uniquement en réponse au stress RE, l’IP a été réalisée à 
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Figure 63 : eIF2α est une protéine de la voie PERK acétylée sur un ou plusieurs résidus 
lysine. Parmi les protéines de la branche PERK, seule la protéine eIF2α est 
immunoprécipitée de manière spécifique par l’anticorps α-lysine acétylées. IP : 
Immunoprécipitation, SN : surnageant,  IgG : Immunoglobuline de type G. 
 
Nous pouvons observer sur la figure 63 qu’une faible bande est détectable pour PERK 
et GADD34. Cependant, cette bande est également retrouvée avec une intensité identique 
dans l’immunoprécipitat réalisé avec un anticorps non spécifique (IgG), indiquant que ces 
bandes sont liées à une immunoprécipitation non spécifique de ces protéines. CHOP et ATF4 
ne sont pas détectés dans l’immunoprécipitat. En revanche, eIF2α est retrouvée de manière 
abondante. De plus, après IP, la quantité d’eIF2α détectée est plus faible dans le surnageant 
que dans le lysat cellulaire, ce qui confirme que cette protéine a été immunoprécipitée.  Ces 
observations suggèrent qu’eIF2α est acétylée sur un ou plusieurs résidus lysines. Pour 
confirmer ce résultat, nous avons effectué l’IP inverse en utilisant un anticorps dirigé contre 






Figure 64 : eIF2α est acétylée sur un ou plusieurs résidus lysine. 
 
Une bande est détectable de manière spécifique à 38 kDa sur la figure 64, ce qui 
confirme qu’eIF2α est acétylée sur un ou plusieurs résidus lysine et que c’est une cible 
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potentielle de SIRT1. Pour étudier l’implication de SIRT1 dans la régulation de l’acétylation 
d’eIF2α, nous avons mesuré le niveau d’acétylation de cette protéine en présence ou en 








Figure 65 : SIRT1 régule l’acétylation d’eIF2α. L’acétylation d’eIF2α est augmentée 
lorsque SIRT1 est inhibée ce qui indique que SIRT1 régule l’acétylation d’eIF2α. 
 
L’inhibition de SIRT1 induit une augmentation de l’acétylation des résidus lysines 
d’eIF2α, ce qui indique que cette acétylation est régulée par SIRT1 et suggère qu’eIF2α est 
une cible directe de SIRT1. Pour confirmer ce résultat in vivo, nous avons effectué la mesure 
de l’acétylation des résidus lysines d’eIF2α à partir d’extraits protéiques de ventricule gauche 









Figure 66 : L’acétylation d’eIF2α est augmentée chez les souris invalidées pour SIRT1. 
L’acétylation d’eIF2α est augmentée chez les souris invalidées pour SIRT1 ce qui indique que 
SIRT1 régule l’acétylation d’eIF2α. 
 
L’acétylation d’eIF2α est retrouvée chez les souris sauvages et est augmentée chez les 
souris invalidées pour SIRT1. Ce résultat confirme qu’eIF2α est une cible de SIRT1 et que 
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Afin d’identifier les résidus lysines acétylés d’eIF2α régulés par SIRT1, nous avons 
réalisé une étude par spectrométrie de masse. Pour identifier l’éventuelle acétylation des 
résidus lysines d’une protéine, il est nécessaire d’obtenir le plus grand nombre de peptides 
possibles après digestion de cette protéine, afin d’avoir la plus grande couverture de séquence. 
Pour cela, il faut analyser la plus grande quantité possible de notre protéine d’intérêt, tout en 
limitant au maximum les contaminations (kératines, autres protéines,…). Pour obtenir un 
échantillon enrichi en eIF2α avec le moins de contaminations possible, nous avons utilisé une 
approche basée sur une immunoprécipitation en conditions dénaturantes d’eIF2α à partir de 
cellules H9c2 suivi d’une migration de l’immunoprécipitat sur gel 1D ou 2D. Les 
bandes/spots correspondants à eIF2α sont ensuite récupérés, digérés « in-gel » par la trypsine, 








Figure 67 : Couverture de séquence d’eIF2α obtenue lors de l’analyse par spectrométrie de 
masse. 26 peptides ont été détectés (représentés en orange), correspondant une couverture de 
séquence de 86%. 
 
Les peptides d’eIF2α qui ont pu être analysés par spectrométrie de masse sont 
représentés dans la figure 67 en orange. La couverture de séquence est très bonne puisque 
86% des acides aminés ont été analysés. La trypsine est une protéase qui clive les protéines 
après des résidus lysine ou arginine. Lorsqu’un résidu lysine est acétylé, ce clivage n’est plus 
possible. Dans notre analyse, les peptides 134-TAWVFDDKYK-143 et 142-
YKRPGYGAYDAFK-154 ne sont pas clivés après les résidus lysine K141 et K143. De plus, 
lors de l’analyse nous avons mesuré pour ces deux peptides, une masse additionnelle de 
42,011 Da qui correspond à la masse d’un groupement acétyl, par rapport à la masse attendue 
(masse attendue pour 134-TAWVFDDKYK-143 : 1272,63 Da, masse mesurée : 1314,64 ; 
masse attendue pour 142-YKRPGYGAYDAFK-154 : 1535,76 Da, masse mesurée : 1577,77). 
Cette masse supplémentaire étant située sur les résidus K141 et K143, nous pouvons en 
déduire que ces deux résidus sont acétylés (figure 68).  
MPGLSCRFYQ HKFPEVEDVV MVNVRSIAEM GAYVSLLEYN NIEGMILLSE   
LSRRRIRSIN KLIRIGRNEC VVVIRVDKEK GYIDLSKRRV SPEEAIKCED 
KFTKSKTVYS ILRHVAEVLE YTKDEQLESL FQRTAWVFDD KYKRPGYGAY 
DAFKHAVSDP SILDSLDLNE DEREVLINNI NRRLTPQAVK IRADIEVACY   
GYEGIDAVKE ALRAGLNCST ETMPIKINLI APPRYVMTTT TLERTEGLSV   
LNQAMAVIKE KIEEKRGVFN VQMEPKVVTD TDETELARQL ERLERENAEV 
DGDDDAEEME AKAED 
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Figure 68 : Spectre des peptides acétylés.  
(A) Le peptide 134-TAWVFDDKYK-143 présente une masse supplémentaire de 42,011 Da, 
l’analyse du spectre du peptide permet d’identifier une acétylation du résidu K141. (B) Le 
peptide 142-YKRPGYGAYDAFK-154 présente une masse supplémentaire de 42,011 Da, 
l’analyse du spectre du peptide permet d’identifier une acétylation du résidu K143. m/z = 
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Pour déterminer si l’acétylation de ces résidus est régulée par SIRT1, nous avons 
comparé la quantité de peptides acétylés détectés dans des immunoprécipitats d’eIF2α réalisés 
à partir d’extraits de cellules H9c2 traitées ou non par  l’EX527.  
 
Figure 69 : L’acétylation des résidus K141 et K143 est régulée par SIRT1. L’inhibition de 
SIRT1 induit une augmentation de l’acétylation des résidus K141 et K143 d’eIF2α. CTL: 
contrôle. 
 
Nous retrouvons une acétylation des résidus K141 et K143 dans les deux conditions 
(figure 69). De manière intéressante l’inhibition de SIRT1 induit une augmentation 
importante de l’acétylation des deux résidus lysines détectés, ce qui indique que SIRT1 régule 
l’acétylation des résidus lysines K141 et K143. Pour savoir si l’acétylation d’eIF2α sur ces 
deux résidus pourrait être un processus conservé à travers les espèces, nous avons réalisé un 
alignement des séquences d’eIF2α de l’homme, du rat, de la souris, du singe, du chien, de la 








Figure 70 : Les résidus K141 et K143 sont des résidus très conservés entre les différentes 
espèces. L’alignement de la séquence d’eIF2α de différentes espèces (rat, homme, souris, 








Ac K143 Ac K141
CTL
EX527
Rat        105-KFTKSKTVYSILRHVAEVLEYTKDEQLESLFQRTAWVFDDKYKRPGYGAY-150 
Human      105-KFTKSKTVYSILRHVAEVLEYTKDEQLESLFQRTAWVFDDKYKRPGYGAY-150 
Mouse      105-KFTKSKTVYSILRHVAEVLEYTKDEQLESLFQRTAWVFDDKYKRPGYGAY-150 
Monkey     105-KFTKSKTVYSILRHVAEVLEYTKDEQLESLFQRTAWVFDDKYKRPGYGAY-150  
Dog        105-KFTKSKTVYSILRHVAEVLEYTKDEQLESLFQRTAWVFDDKYKRPGYGAY-150  
Cow        105-KFTKSKTVYSILRHVAEVLEYTKDEQLESLFQRTAWVFDDKYKRPGYGAY-150 
Chicken    105-KFTKSKTVYSILRHVAEVLEYTKDEQLESLFQRTAWVFDDKYKRPGYGAY-150 
Xenopus    105-KFTKSKTVYSILRHVAEVLDYTKDEQLDSLFQRTAWVFDEKYKKPGYGAY-150  
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La séquence d’eIF2α est dans l’ensemble très similaire dans toutes les espèces testées 
(figure 70). De plus, les deux résidus lysine K141 et K143 sont conservés dans  ces 
différentes espèces. L’ensemble de ces résultats indiquent qu’eIF2α est une protéine acétylée 
sur les deux résidus lysine très conservés K141 et K143 et que cette acétylation est régulée 
par SIRT1. 
 Nous nous sommes demandé si l’acétylation d’eIF2α était observée lors d’un stress 
RE. Pour réponde à cette question, nous avons mesuré l’acétylation d’eIF2α en réponse à un 
traitement par TN dans les cellules H9c2. Les résultats obtenus montrent que l’acétylation 







Figure 71 : L’acétylation d’eIF2α est augmentée en réponse au stress RE.  
La TN induit une augmentation de l’acétylation d’eIF2α 
 
Afin de déterminer si SIRT1 module l’acétylation de cette protéine en réponse au 
stress RE, nous avons mesuré l’acétylation d’eIF2α après un traitement par TN, en présence 
ou en absence d’EX527 dans les cellules H9c2, mais également chez des souris sauvages ou 
SIRT1 iKO. Lorsque SIRT1 est inhibée ou invalidée, l’augmentation de l’acétylation d’eIF2α 
en réponse au stress RE est plus importante (figure 72, ratio ac-eIF2α/eIF2α). SIRT1 est donc 
impliquée dans la régulation de l’acétylation d’eIF2α en réponse au stress RE. Nous pouvons 
également remarquer que lorsque l’acétylation d’eIF2α est augmentée, sa phosphorylation est 
également augmentée (figure 72 ratio eIF2α-P/eIF2α). Ces résultats suggèrent l’existence 
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Figure 72 : En réponse au stress RE, l’acétylation d’eIF2α est plus importante lorsque 
SIRT1 est inhibée ou invalidée. L’inhibition de SIRT1 par l’EX527 (cellules H9c2) ou 
l’invalidation de SIRT1 (souris iKO), induit l’augmentation de l’acétylation et de la 




















ratio eIF2α-P/eIF2α :  
















































    
 
 
Chapitre I : Etude et caractérisation de la dysfonction cardiaque induite par le stress RE dans un modèle 
murin 
Discussion  177   
 
 
Chapitre I : Etude et caractérisation de la dysfonction 




I. Contexte de l’étude  
 
 
En réponse à un stress cardiaque, le fonctionnement du cœur est modifié et un certain 
nombre de processus adaptatifs sont activés. Par exemple, une hypertrophie et une modulation 
du métabolisme énergétique surviennent afin de permettre le maintien d’un débit cardiaque 
suffisant pour subvenir aux besoins de l’organisme. Certaines de ces adaptations, qui sont 
dans un premier temps nécessaires et positives pour le fonctionnement correct du cœur, 
finissent par favoriser le développement de la pathologie et de la dysfonction cardiaque 
(Burchfield, Xie et al. 2013). Ainsi, après un infarctus, l’hypertrophie qui permet de 
compenser la perte de tissu cardiaque et de maintenir un débit cardiaque suffisant, devient 
délétère lorsqu’elle est trop importante et participe à la transition d’un stade où les atteintes 
cardiaques sont compensées vers un stade où elles ne le sont plus et où la fonction cardiaque 
est altérée. La transition du stade compensé vers le stade décompensé est encore mal 
comprise. Une part importante des efforts fournis dans le domaine de la recherche 
cardiovasculaire est donc orientée vers la découverte de nouvelles voies de signalisations qui 
permettraient de mieux comprendre les mécanismes régulant la transition d’adaptations 
bénéfiques vers des effets délétères, lors du développement des pathologiques cardiaques. 
Comme nous l’avons vu, le stress RE est impliqué dans la majorité des pathologies 
cardiaques (Minamino and Kitakaze 2010). De plus, la réponse au stress RE déclenche 
l’activation de la voie UPR qui est dans un premier temps adaptative, mais qui devient 
délétère lorsque le stress RE est sévère ou prolongé. De ce fait, le stress RE apparait comme 
un processus pouvant être impliqué dans la transition du stade adaptatif vers le stade 
pathologique dans le cœur. L’intérêt pour le stress RE dans le domaine cardiovasculaire est 
très récent et peu de choses sont donc connues sur le rôle physiologique, les changements 
morphologiques et les modifications biochimiques associées au stress RE. L’objectif de notre 
étude était donc, dans un premier temps, de développer un modèle in vivo de stress RE, afin 
d’obtenir des informations supplémentaires sur les effets du stress RE dans le cœur. 
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II. Principaux résultats obtenus 
 
 
Nous avons développé un modèle d’induction de stress RE in vivo par injection de 
tunicamycine qui nous a permis de démontré que le stress RE induit : 
 
1. des modifications importantes de l’architecture du cardiomyocyte avec une 
désorganisation spatiale des sarcomères, une augmentation de la quantité de RE et des 
sites de contacts RE/mitochondries ainsi qu’une perturbation de ka structure 
mitochondriale. 
2. des altérations importantes de la fonction énergétique mitochondriale  
3. une accumulation de gouttelettes lipidiques corrélée à une inhibition de l’utilisation 
relative des acides gras et une augmentation de l’utilisation relative des substrats 
glycolytiques. 
4. une diminution de l’expression des enzymes impliquées dans le système de transferts 
énergétiques des créatines kinases. 
 
III. Discussion des résultats 
 
A. Dysfonction mitochondriale et stress RE 
 
En réponse à un stress, le cœur doit être capable de produire une quantité importante 
d’ATP pour pouvoir maintenir un débit cardiaque suffisant pour répondre aux besoins de 
l’organisme, tout en déclenchant de nombreux processus cellulaires visant à rétablir 
l’homéostasie. Aujourd’hui, même s’il est clairement établi que la fonction mitochondriale est 
altérée chez l’insuffisant cardiaque (Neubauer 2007, Ventura-Clapier, Garnier et al. 2011), les 
mécanismes de cette altération ne sont pas entièrement élucidés. Nous montrons ici pour la 
première fois que le stress RE induit une dysfonction mitochondriale importante, ce qui 
suggère que le stress RE observé chez des patients atteints de pathologies cardiaques (Dally, 
Monceau et al. 2009) pourrait contribuer aux altérations de l’énergétique mitochondriale.  
Bien que notre étude démontre clairement une altération de la fonction mitochondriale en 
réponse au stress RE, elle ne permet pas de déterminer les mécanismes responsables de cette 
altération. Néanmoins, les photos obtenues par microscopie électronique suggèrent que 
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l’augmentation des interactions RE/mitochondries que nous avons observée en réponse au 
stress RE pourrait être à l’origine des altérations de la fonction mitochondriale. En effet, il a 
été montré dans différents types cellulaires qu’au cours d’un stress RE, le nombre de sites de 
contact RE/mitochondrie augmentent, favorisant les transferts calciques entre ces deux 
organites, la perméabilisation des membranes mitochondriales et le déclenchement de 
l’apoptose mitochondriale. (Deniaud, Sharaf el dein et al. 2008, Gallerne, Prola et al. 2013). 
Une seconde hypothèse est que l’altération de la fonction mitochondriale observée serait liée à 
une altération de la biogénèse mitochondriale. En effet, une diminution de la masse 
mitochondriale pourrait alors expliquer la diminution de la consommation d’oxygène dans les 
cardiomyocytes mesurée en réponse au stress RE. Pour teste cette hypothèse, nous mesurons 
actuellement l’expression de différents facteurs impliqués dans la biogénèse mitochondriale 
par RT-PCRq (PGC1-α, Tfam,…). 
 
B. Le stress RE responsable de la modification de l’utilisation des 
substrats énergétiques ? 
 
Au cours du développement de la pathologie cardiaque, il est classiquement observé une 
transition d’une utilisation préférentielle de substrats énergétiques de type acide gras, vers une 
utilisation de substrats glycolytiques (Osorio, Stanley et al. 2002, Nascimben, Ingwall et al. 
2004). De manière conceptuelle, cette transition peut paraitre logique. En effet, le cœur en état 
de stress doit produire plus d’ATP pour pouvoir s’adapter, or les substrats glycolytiques sont 
métabolisés par des systèmes enzymatiques plus rapides que les systèmes métabolisant les 
acides gras. La production d’ATP à partir des substrats glycolytiques est donc plus rapide et 
également plus efficace puisque le rapport P/O (phosphate/oxygène) est plus élevé que pour 
d’autres types de substrats. Cette transition de l’utilisation des acides gras vers des substrats 
glycolytiques peut donc être considérée comme un marqueur permettant d’identifier une 
situation de stress cardiaque. Dans notre étude nous avons démontré que le stress RE induit 
une inhibition de l’utilisation relative des acides gras et une augmentation de l’utilisation 
relative des substrats glycolytiques. Le stress RE observé chez les patients atteints de 
pathologies cardiaques pourrait donc être en partie responsable de ce « shift métabolique ». 
Ce résultat est en adéquation avec différentes publications suggérant que le stress RE joue un 
rôle important dans la régulation du métabolisme. Par exemple, lors d’un stress RE, SREBP-
1c qui stimule la synthèse d’acide gras (Joly-Amado, Denis et al. 2012), est activée et induit 
une accumulation de graisses dans le foie (Fang, Wan et al. 2013). D’autre part,  l’injection 
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intrapéritonéale de TN chez la souris, induit un stress RE dans le foie qui est associé à une 
diminution de l’expression de plusieurs gènes impliqués dans le métabolisme des lipides tels 
que PPARα et PGC-1α (Rutkowski, Wu et al. 2008). Pour déterminer les mécanismes 
responsables des modifications du métabolisme des acides gras et des substrats glycolytiques 
induit dans les cardiomyocytes par un stress RE, nous proposons d’analyser la fonction des 
transporteurs mitochondriaux d’acides gras à longue chaine CPT1 et CPT2. Nous mesurerons 
également l’activité enzymatique de l’HADHA, considérée comme l’enzyme limitante de la 
β-oxydation, ainsi que l’expression de facteurs de transcriptions  impliqués dans la régulation 
du métabolisme des acides gras (tels que PPARα et PGC-1α). En ce qui concerne 
l’augmentation de l’utilisation des substrats de type glycolytiques, nous avons pour objectif 
de mesurer l’expression (i) des différents isoformes de la LDH, protéine jouant un rôle clé 
dans la glycolyse, (ii) de transporteurs du glucose tel que GLUT4, (iii) de différentes 
protéines impliquées dans l’utilisation du glucose telles que les pyruvates déshydrogénases 
kinases.  
 
C. Le stress RE perturbe le système transfert énergétique des 
créatines kinases 
 
Les transferts énergétiques, systèmes permettant de coupler la production mitochondriale 
d’ATP et son utilisation par les ATPases cellulaires et qui jouent un rôle majeur dans le 
maintien de l’homéostasie des cardiomyocytes, sont altérés chez les patients atteints 
d’insuffisants cardiaques (De Sousa, Veksler et al. 1999). Ainsi, la concentration en phospho-
créatine (PCr), un intermédiaire de la navette des créatines kinases, système de transfert 
énergétique majoritaire dans le cœur, est diminuée dans une situation pathologique. Cette 
concentration en PCr est considérée comme un indicateur du bon fonctionnement du 
cardiomyocyte et un paramètre prédictif de la mortalité dans les cardiomyopathies dilatées 
(Neubauer, Horn et al. 1997). Il a été montré que l’efficacité, l’organisation spatiale et 
l’expression des enzymes régulant cette navette sont modifiés, conduisant à un découplage 
entre la production et l’utilisation d’ATP, contribuant ainsi au manque d’énergie du cœur 
insuffisant (Neubauer New Engl J med). Notre étude démontre que le stress RE induit une 
altération de l’architecture cellulaire, une diminution de l’expression des enzymes impliquées 
dans la navette des créatines kinases et une altération des systèmes de transferts énergétiques. 
Ces observations sont similaires à celles obtenues dans des modèles de perturbation de 
l’architecture des cardiomyocytes tels que l’insuffisance cardiaque (Joubert, Wilding et al. 
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2008), l’ischémie (Rauch, Schulze et al. 1994), le diabète (Savabi and Kirsch 1991)ou la 
cardiomyopathie dilatée (Wilding, Joubert et al. 2006, Diguet, Mallat et al. 2011). Il est donc 
possible que l’altération des transferts énergétiques en réponse au stress RE soit liée à la 
perturbation de l’architecture cellulaire. 
Nous avons observé qu’en réponse au stress RE, le Km pour l’ADP sans créatine n’est pas 
modifié, mais qu’en présence de créatine il est augmenté, révélant une altération de la navette 
des créatines kinases. Pour calculer le Km pour l’ADP sur fibres perméabilisées, nous avons 
utilisé un protocole consistant en l’ajout de deux concentrations différentes d’ADP (100µM, 
puis 2mM) entrecoupé par un ajout de créatine. Cette approche présente l’avantage de 
permettre de mesurer à partir d’un seul protocole, pour les mêmes fibres dans la même cuve, 
différents paramètres de la fonction mitochondriale et de pouvoir estimer un Km pour l’ADP 
avec et sans créatine. Nous pouvons donc recueillir un nombre important d’informations avec 
peu de matériel, ce qui est particulièrement utile lorsque l’on travaille sur des cœurs de souris. 
Toutefois, les Km ainsi calculés sont des estimations et bien que ces mesures soient 
cohérentes, leur confirmation par un protocole classique de mesure du Km consistant en 
plusieurs ajouts successifs d’ADP en présence ou non de créatine doit être envisagée. D’autre 
part, nous sommes actuellement en train de quantifier les différents isoformes des créatines 
kinases, ce qui nous permettra de mieux comprendre les raisons de l’altération de cette 
navette. 
 
IV. Limites de l’étude et perspectives 
 
L’injection intrapéritonéale de TN pour induire un stress RE dans le cœur est un modèle 
qui comme tout modèle à ses limites. Notamment, une telle injection provoque une libération 
de TN dans tout l’organisme entrainant un stress RE de manière non-ciblée dans différents 
organes. Les données anatomiques que nous avons recueillies montrent ainsi qu’en plus du 
cœur, le foie est également atteint. L’injection intrapéritonéale de TN est d’ailleurs un modèle 
utilisé pour étudier le rôle du stress RE dans les pathologies hépatiques (Yamamoto, Takahara 
et al. 2010, Lee, Zheng et al. 2012). Il est important de rappeler que même si l’induction de 
stress RE par la TN n’est pas un modèle de pathologie cardiaque, il permet d’étudier 
spécifiquement le rôle physiopathologique du stress RE dans le cœur, en s’affranchissant des 
effets pléiotropes liés au développement de pathologies cardiaques. En collaboration avec 
Marta Novotova (Institute of molecular physiology and genetics, Bratislava, Slovak 
Republic), nous avons débuté une étude comparative des effets du stress RE induit dans les 
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cardiomyocytes par TN, par le diabète et par un traitement à l’isoprénaline. Ce travail devrait 
nous permettre de mieux appréhender le rôle du stress RE dans le développement des 
pathologies cardiaques.  
Néanmoins, le développement de modèles d’induction de stress RE uniquement dans le 
cœur doit être envisagé. Actuellement, plusieurs modèle de souris transgéniques invalidées de 
manière générale pour un gène impliqué dans la maturation des protéines dans le RE ont été 
développés et sont connus pour être associé au déclenchement d’un stress RE. Ainsi, la 
délétion de la chaperonne calréticuline ou du récepteur KDEL (impliqué dans le flux 
rétrograde des protéines de l’appareil de golgi vers le RE) induit un stress RE important, qui 
conduit à la mort au stade embryonnaire lors de l’extinction de calréticuline (Mesaeli, 
Nakamura et al. 1999) ou 14 semaines après la naissance lors de l’extinction du récepteur 
KDEL (Hamada, Suzuki et al. 2004). Dans ces deux modèles, la délétion de ces protéines 
induit des problèmes développementaux qui prouvent que ces protéines jouent un rôle 
important, mais qui limitent l’intérêt de ces modèles pour l’étude du stress RE. Il existe 
également un modèle de souris permettant l’invalidation spécifique de la chaperonne GRP78 
dans les cellules souches hématopoïétiques (Wey, Luo et al. 2012). Nous pourrions ainsi 
envisager de croiser les souris GRP78 LoxP avec des souris exprimant une Cre recombinase 
couplée au promoteur α-MHC afin de rendre la délétion de GRP78 cardio-spécifique. 
Cependant il a récemment été démontré qu’il existerait une isoforme cytosolique de GRP78, 
issu d’un épissage alternatif (Ni, Zhou et al. 2009). La délétion de GRP78 pourrait donc avoir 
des effets cytosoliques indésirables indépendamment de sa fonction de chaperonne du RE. 
Une autre stratégie consisterait à générer des souris permettant l’invalidation inductible et 
cardio-spécifique de l’enzyme impliquée dans la N-glycosylation des protéines, la GlcNAc 
phosphotransferase. Cette protéine est la cible de TN qui inhibe son activité enzymatique 
(Heifetz, Keenan et al. 1979).  Ce modèle permettrait donc d’induire un stress RE à l’âge 
adulte, spécifiquement dans le cœur. De plus, la génération de souris homozygotes ou 
hétérozygotes permettrait de disposer de modèle de stress RE modéré ou plus sévère, 
permettant de mieux comprendre le rôle du stress RE adaptatif ou délétère dans la fonction 
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Chapitre II : étude du rôle de SIRT1 dans la réponse au 
stress RE des cardiomyocytes 
 
 
I. Contexte de l’étude 
 
L’objectif actuel des recherches sur le stress RE dans le domaine cardiovasculaire a pour 
but non pas d’inhiber ce stress mais plutôt de le moduler de manière à conserver les réponses 
bénéfiques adaptatives et à limiter le déclenchement de l’apoptose délétère. Nous avons ainsi 
émis l’hypothèse que SIRT1, déacétylase connue pour être activée en réponse à de nombreux 
stress cardiaques et pour jouer un rôle cardioprotecteur, serait activée par un stress RE et 
permettrait de limiter le déclenchement de l’apoptose. 
Au commencement de ma thèse, un certain nombre d’indices nous ont permis d’émettre 
cette hypothèse :  
 Tout d’abord, SIRT1 est une protéine activée en réponse à de nombreux stress, 
dont beaucoup peuvent conduire à un stress RE tels que la restriction calorique, le 
stress oxydant ou encore l’hypoxie. 
 D’autre part, un lien entre le stress RE et le Resveratrol, considéré comme un 
activateur de SIRT1 avait été établi (Park, Woo et al. 2007, Yoon, Kwon et al. 
2011). Bien que cette molécule ne soit pas un activateur direct et spécifique de 
SIRT1 mais plutôt une molécule aux effets pléiotropes, on peut penser qu’une 
partie des effets induits par le Resveratrol sur le stress RE serait liée à SIRT1.  
 Il avait également été montré que le MiR 199a-5p, connu pour inhiber l’expression 
de SIRT1, inhibe également l’expression de la chaperonne GRP78, membre clé de 
la réponse UPR (Rane, He et al. 2009, Su, Chang et al. 2013). De plus, 
l’expression des MiR 199a-5p et Mir34a (régulant lui aussi l’expression de SIRT1) 
est diminuée lors d’un stress RE (Duan, Wang et al. 2012, Upton, Wang et al. 
2012). 
 D’autres auteurs avaient mis en évidence que l’inhibition de CK2 (Casein Kinase 
2), connue pour phosphoryler et ainsi activer SIRT1 (Kang, Jung et al. 2009), 
induit un stress RE aboutissant à l’apoptose (Hessenauer, Schneider et al. 2011).  
Nous avons donc développé différentes approches et différents modèles nous 
permettant d’étudier le rôle de SIRT1 dans la réponse au stress RE des cardiomyocytes. 
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II. Principaux résultats obtenus 
 
Nos travaux sont les premiers à démontrer que SIRT1 joue un rôle cardioprotecteur dans 
la réponse au stress RE et ont permis d’identifier une nouvelle cible de SIRT1 permettant la 
régulation de la voie UPR. Par des approches in vitro et in vivo nous avons mis en évidence 
dans les cellules cardiaques que : 
 
1. l’expression et l’activité de SIRT1 sont augmentées en réponse au stress RE délétère 
2. l’inhibition pharmacologique, l’extinction ou l’invalidation de SIRT1 augmente 
l’apoptose des cardiomyocytes  
3. l’activation de SIRT1 par le STAC3 protège les cardiomyocytes de la mort cellulaire 
induite par le stress RE 
4. SIRT1 régule spécifiquement l’activation de la branche PERK de la voie UPR en 
réponse au stress RE 
5. eIF2α est une cible de SIRT1 dans la branche PERK et l’acétylation des résidus lysine 
K141 et K143 est régulée par cette déacétylase 
 
III. Discussion des résultats et perspectives 
 
A. Régulation de l’expression et de l’activité de SIRT1 en réponse 
au stress RE 
 
Il a été démontré que l’expression de SIRT1 est augmentée dans un modèle d’insuffisance 
cardiaque chez le chien et chez le hamster (Alcendor, Kirshenbaum et al. 2004, Tanno, Kuno 
et al. 2010), mais les mécanismes régulant cette expression de SIRT1 n’ont pas été décrits. 
Dans notre étude, nous avons montré que l’expression de SIRT1 est augmentée en réponse au 
stress RE dans les cellules cardiaques. Puisque le stress RE est associé au développement de 
la plupart des pathologies cardiaques, il pourrait être responsable de l’augmentation de 
l’expression de SIRT1 dans le cœur au cours de l’insuffisance cardiaque. Dans une autre 
étude, il a été mis en évidence qu’ATF4, facteur de transcription activé au cours du stress RE, 
régule l’expression de SIRT1 (Zhu, Xia et al. 2012). D’autre part, les Micro ARN MiRs 199 
et 34a, tous deux connus pour diminuer la traduction de l’ARNm de SIRT1, ont une 
expression diminuée lors d’un stress RE (Rane, He et al. 2009, Duan, Wang et al. 2012, 
Upton, Wang et al. 2012). Dans le cœur, l’expression de SIRT1 pourrait donc être augmentée 
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par ATF4 ou par la diminution des Mirs 199 et 34a en réponse au stress RE. Nous pourrions 
donc envisager la quantification de ces deux MiR en réponse au stress RE dans nos modèles 
d’étude. 
En ce qui concerne l’activité de SIRT1, il est connu qu’une augmentation de la 
disponibilité en NAD+, le cofacteur de SIRT1, induit une augmentation importante de 
l’activité déacétylase de cette protéine. Il apparait donc intéressant de quantifier le NAD+ en 
réponse au stress RE, afin de déterminer si l’activation de cette sirtuine est liée à 
l’augmentation de son cofacteur. D’autre part, il a été démontré que JNK ou CK2 peuvent 
phosphoryler SIRT1, stimulant ainsi son activité déacétylase (Kang, Jung et al. 2009, Nasrin, 
Kaushik et al. 2009). Puisque ces kinases sont activées en réponse au stress RE (Urano, Wang 
et al. 2000, Ampofo, Sokolowsky et al. 2013) elles pourraient être responsables de 
l’activation de SIRT1 observée dans notre modèle. D’autres kinases, capables d’activer 
SIRT1 par phosphorylation, pourraient également être impliquées telles que CAMKII (Wen, 
Chen et al. 2013), DYRK1A et DYRK3 (Guo, Williams et al. 2010), CDK5 (Bai, Liang et al. 
2012) ou encore PKA (Gerhart-Hines, Dominy et al. 2011)Afin de déterminer l’implication 
de ces kinases dans l’activation de SIRT1 en réponse au stress RE dans les cellules 
cardiaques, nous mesurerons l’acétylation des cibles de SIRT1 (p53 et histone 1) et l’apoptose 
en réponse à TG et TN, en présence ou en absence d’inhibiteurs de ces différentes kinases. Si 
l’une de ces kinases est responsable de l’activation de SIRT1 en réponse au stress RE, 
l’inhibiteur correspondant devrait bloquer la déacétylation des cibles de SIRT1 et augmenter 
l’apoptose. Ce travail, concernant l’activation de SIRT1 par le NAD+ ou par les différentes 
kinases, fait actuellement l’objet d’un stage de master 2. 
 
B. Rôle cardioprotecteur de SIRT1 dans l’apoptose induite par le 
stress RE 
 
Différentes études ont démontré un rôle protecteur de SIRT1 en réponse à de multiples 
stress. Par exemple, SIRT1 protège de la mort cellulaire induite par l’ischémie reperfusion 
(Hsu, Zhai et al. 2010), un stress oxydant (Alcendor, Gao et al. 2007, Vinciguerra, Santini et 
al. 2012), ou des molécules chimiothérapeutiques telles que la doxorubicine ou le cisplatine 
(Zhu, Xia et al. 2012). Dans notre étude, nous avons démontré un rôle cardioprotecteur de 
SIRT1 dans l’apoptose induite par un stress RE. Un nombre important de nos résultats ont été 
obtenus en utilisant l’inhibiteur pharmacologique de SIRT1 EX527. Toute utilisation de 
molécules pharmacologiques soulève la question de la spécificité d’action de cet inhibiteur. 
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Parmi les nombreux inhibiteurs de SIRT1 disponibles (Sirtinol, Salermide, Nicotinamide…), 
l’EX527 est le plus spécifique et est décrit comme le seul à avoir une affinité beaucoup plus 
importante pour SIRT1 que pour les autres sirtuines (Peck, Chen et al. 2010). En effet, l’IC50 
de l’EX527 pour SIRT1 est de 38nM, contre 19,6µM pour SIRT2, 48,7µM pour SIRT3. De 
plus, aucun effet inhibiteur des sirtuines 4 à 7 n’a été observé jusqu’à 100µM. Cet inhibiteur, 
qui a été découvert suite à un screening de 300 000 molécules par la société Elixir, est un 
mélange racémique d’EX523 et d’EX524, l’EX524 étant la molécule inhibitrice de SIRT1. 
Son mécanisme d’action n’a été découvert que récemment grâce à une étude par 
cristallographie qui a permis de révéler que l’EX527 perturbe la fixation du NAD+, cofacteur 
de SIRT1, ce qui limite le recrutement des substrats de cette sirtuine et bloque leur 
déacétylation (Zhao, Allison et al. 2013). En ce qui concerne la plupart des autres inhibiteurs 
de SIRT1, il a été démontré qu’ils inhibent également d’autres sirtuines (notamment SIRT2 en 
ce qui concerne le Sirtinol et le Salermide). La modulation de la mort cellulaire induite par les 
inhibiteurs autre qu’EX527 est donc supposée associée à l’inhibition non spécifique d’autres 
sirtuines (Peck, Chen et al. 2010). Les résultats que nous avons obtenus avec l’EX527 sont 
cohérents avec ceux obtenus par extinction de SIRT1 par siRNA in cellulo ou dans notre 
modèle de souris invalidées pour SIRT1. Dans chacun de ces cas, la perte de l’activité de 
SIRT1 augmente l’apoptose induite par le stress RE. Il apparait donc que l’EX527 à une 
bonne spécificité d’action dans nos conditions expérimentales. Il est intéressant de noter 
qu’aucun effet délétère n’a été observé lors d’un essai clinique de phase I en utilisant l’EX527 
et qu’un essai clinique de phase II teste actuellement le potentiel effet protecteur de 
l’inhibition de SIRT1 par l’EX527 dans un contexte de maladie d’Huntington.  
Nous avons mis en évidence in vivo que l’altération du fonctionnement du cœur induite 
par le stress RE est associée à une augmentation de l’apoptose des cardiomyocytes, suggérant 
que cette mort participe à l’établissement de la dysfonction cardiaque. Néanmoins, il est 
probable que d’autres modifications telles que la perturbation du métabolisme énergétique, 
que nous avons décrit dans la première partie des résultats, contribuent également à l’atteinte 
cardiaque induite lors d’un stress RE. Quoi qu’il en soit, en accord avec nos observations, 
différents auteurs ont montré que l’apoptose déclenchée en réponse au stress RE pourrait 
participer au développement de pathologies telles que l’insuffisance cardiaque, la 
cardiomyopathie auto-immune, la cardiomyopathie induite par des drogues anti-
cancéreuses… (Okada, Minamino et al. 2004, Mao, Fukuoka et al. 2007, Force and Kerkela 
2008). L’apoptose est connue pour être très délétère dans le cœur et même à faible taux, cette 
apoptose peut induire une altération importante la fonction cardiaque. En effet, une étude a 
Chapitre II : étude du rôle de SIRT1 dans la réponse au stress RE des cardiomyocytes 
Discussion  187   
 
montré que chez des souris exprimant une forme active cardiospécifique de la caspase 8, la 
faible augmentation d’apoptose induite dans les cardiomyocytes (25 cellules en apoptose pour 
105 cellules contre 7 cellules en apoptose pour 105 cellules chez une souris sauvage), suffit à 
altérer la fonction cardiaque en seulement 9 semaines (Wencker, Chandra et al. 2003). Il 
parait donc raisonnable de penser que le taux d’apoptose élevé que nous avons observé, dans 
notre modèle en réponse au stress RE contribue de manière conséquente aux altérations de la 
fonction cardiaque. 
STAC3 est une molécule activatrice de SIRT1 appartenant à la 3éme génération des 
molécules développées par la société Sirtris.  L’action directe de cette molécule sur SIRT1 a 
été démontrée in vitro, mais peu de données sont rapportées in cellulo (Hubbard, Gomes et al. 
2013). De par sa découverte récente, le STAC3 n’avait encore jamais été testé dans un 
contexte d’étude de la mort cellulaire. Toutefois, les générations précédentes d’activateur de 
SIRT1 telles que le SRT1720 (Fan, Yang et al. 2013, Gueguen, Palmier et al. 2014) ou le 
resveratrol (Lin, Chen et al. 2014) avaient déjà été associés à une diminution de la mort 
cellulaire en réponse à différents types de stress dans différents modèles. Nos résultats 
démontrent que l’activation de SIRT1 par STAC3 inhibe complétement la mort cellulaire des 
cardiomyocytes induite par le stress RE. Les stratégies consistant à activer SIRT1 semblent 
donc très prometteuses et même si de  nombreux tests et validations sont encore nécessaires, 
le développement de molécules activatrices de SIRT1 pourrait permettre d’envisager de 
nouvelles approches thérapeutiques pour le traitement des cardiopathies, mais aussi plus 
généralement pour d’autres pathologies associées au stress RE (diabète, maladies 
neurodégénératives…). 
 
C. SIRT1 régule l’activation de la branche PERK en réponse au 
stress RE dans les cardiomyocytes 
 
Une des découvertes importantes de notre étude est l’augmentation de l’activation de la 
branche PERK en réponse au stress RE lorsque SIRT1 est inhibée. Nous avons en effet 
observé que l’inhibiteur (in vitro) et l’invalidation (in vivo) de SIRT1 augmentent la 
phosphorylation d’eIF2α et l’expression d’ATF4, GADD34 et CHOP induits par le stress RE. 
Une étude sur des cellules Hela, publiée en 2012, suggère également un lien entre SIRT1 et la 
branche PERK (Ghosh, Reizis et al. 2011). Dans ce travail les auteurs montrent par IP que 
SIRT1 interagit avec eIF2α, GADD34 et Crep. GADD34 et Crep sont impliquées dans une 
boucle de rétro contrôle négatif, permettant la déphosphorylation d’eIF2α afin de favoriser le 
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retour à l’homéostasie cellulaire. De manière similaire aux résultats que nous avons obtenus, 
Ghosh et al. démontrent que l’inhibition de SIRT1 induit une augmentation de la 
phosphorylation d’eIF2α en réponse au stress RE. Néanmoins, alors que dans les 
cardiomyocytes nous avons observé une augmentation de l’expression de CHOP et de 
GADD34 lorsque SIRT1 est inhibée, ces auteurs rapportent au contraire une diminution de 
leur expression. Sachant que CHOP et GADD34 ne sont exprimés que lorsqu’eIF2α est 
phosphorylée, il parait cohérent que l’augmentation de la phosphorylation d’eIF2α soit 
associée à l’augmentation de l’expression de ces protéines. De plus, bien qu’ils démontrent 
une interaction entre SIRT1 et eIF2α, Crep et GADD34, ces auteurs ne détectent pas 
d’acétylation de ces protéines. Enfin, l’expression d’une forme mutée de SIRT1, dépourvue 
d’activité de déacétylase, ou d’une forme mutée d’eIF2α non phosphorylable, ne modifie pas 
les interactions entre SIRT1 et eIF2α. Ghosh et al. proposent alors que l’augmentation de la 
phosphorylation d’eIF2α observée lorsque SIRT1 est inhibée soit due à une diminution de la 
déphosphorylation médiée par Crep et GADD34. Nos résultats suggèrent un mécanisme 
différent  dans les cardiomyocytes. En effet, d’une part, nous avons identifié deux résidus 
lysine d’eIF2α dont l’acétylation est régulée par SIRT1 en réponse au stress RE et d’autre 
part, nous avons montré que cette acétylation augmente de manière parallèle avec la 
phosphorylation d’eIF2α, suggérant ainsi un lien direct entre le degré d’acétylation et le degré 
de phosphorylation de cette protéine. De plus, nous avons confirmé les résultats que nous 
avons obtenus sur la lignée cellulaire H9c2 dans notre modèle in vivo, indiquant l’existence 
de ces mécanismes dans un contexte plus physiologique.  
 
D. eIF2α, une protéine clé de la réponse au stress RE dans les 
cardiomyocytes ? 
 
Dans notre étude, nous avons démontré que l’inhibition de SIRT1 entraine une 
hyperphosphorylation d’eIF2α, augmentant ainsi l’expression de CHOP et l’activation de 
l’apoptose en réponse au stress RE. Ces résultats suggèrent qu’eIF2α et sa phosphorylation 
joueraient un rôle clé dans régulation du devenir des cardiomyocytes en réponse au stress RE. 
eIF2α est connu pour jouer un rôle aussi bien dans les mécanismes adaptatifs de la réponse au 
stress RE en inhibant la synthèse générale des protéines, que dans les effets délétères en 
activant l’expression du facteur pro-apoptotique CHOP via ATF4. La transition des réponses 
adaptatives vers les réponses délétères régulées par eIF2α n’est cependant pas complétement 
élucidée. Ainsi, il a été montré que le salubrinal, qui induit une hyperphosphorylation 
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d’eIF2α, protège le cœur de l’infarctus ou d’une hyper stimulation des récepteurs β-
adrénergiques (Dalal, Foster et al. 2012, Liu, Wang et al. 2014). Par ailleurs, l’inhibition de 
PERK qui se traduit par une diminution de la phosphorylation d’eIF2α, protège de l’apoptose 
induite par un stress RE (Kim, Raphael et al. 2014). Certains auteurs proposent que la 
phosphorylation modérée d’eIF2α jouerait un rôle protecteur, alors que son 
hyperphosphorylation serait délétère (Donnelly, Gorman et al. 2013).  
Afin de mieux comprendre le rôle de la phosphorylation d’eIF2α dans les cardiomyocytes, 
nous avons pour projet de moduler cette phosphorylation par des approches 
pharmacologiques et génétiques et de mesurer les répercussions sur la mort cellulaire induite 
par le stress RE. En réponse à TG et TN, l’hyperphosphorylation d’eIF2α sera induite par le 
salubrinal, l’inhibition de cette phosphorylation par un inhibiteur de PERK (GSK2606414) ou 
par transfection d’un vecteur codant une forme mutée non phosphorylable d’eIF2α. 
L’apoptose sera mesurée par cytométrie en flux. 
 
E. SIRT1 régule l’acétylation d’eIF2α en réponse au stress RE 
 
En utilisant des approches d’immunoprécipitation et de spectrométrie de masse, nous 
avons déterminé qu’en réponse au stress RE, eIF2α est acétylée sur les résidus lysines K141 
et K143 et que cette acétylation est régulée par SIRT1. De plus, nous avons observé que 
l’augmentation de l’acétylation d’eIF2α induite par l’inhibition de SIRT1 est associée à une 
augmentation de sa phosphorylation lors d’un stress RE, suggérant que ces modifications 
post-traductionnelles pourraient se réguler mutuellement. Des analyses par cristallographie 
ont permis de démontrer que le site de phosphorylation d’eIF2α sur la sérine 51 n’est pas 
accessible à une kinase dans un état basal, permettant aux auteurs de suggérer que la 
conformation d’eIF2α joue un rôle clé dans la régulation de sa phosphorylation (Dey, Velyvis 
et al. 2011). D’autre part, il a été proposé qu’une régulation post-traductionnelle encore 
inconnue d’eIF2α pourrait modifier sa conformation afin de permettre sa phosphorylation 
(Donnelly, Gorman et al. 2013). Suite à nos résultats, il est raisonnable de penser qu’une 
acetyl-transferase serait activée en réponse au stress RE et acétylerait eIF2α favorisant ainsi sa 
phosphorylation. Dans ce contexte, SIRT1 permettrait un rétrocontrôle négatif en déacétylant 
eIF2α afin de limiter sa phosphorylation et ainsi diminuer l’activation de la branche PERK de 
la voie UPR. Nous avons généré des vecteurs codant une forme mutante d’eIF2α, dont les 
résidus K141 et K143 ont été remplacés par des résidus arginine. Si notre hypothèse est 
correcte, la protéine produite ne devrait pas être acétylable, ce qui devrait affecter sa 
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phosphorylation par PERK et par conséquent l’apoptose induite par le stress RE délétère. En 
ce qui concerne l’acétyl-transferase impliquée dans l’acétylation d’eIF2α en réponse au stress 
RE, nous avons choisi d’étudier dans un premier temps le rôle de GCN5 présente dans le 
cytoplasme comme eIF2α et impliquée dans l’acétylation de protéines régulées par SIRT1 
telle que PGC-1α (Yang and Seto 2008).   
 
En conclusion l’ensemble de nos travaux a permis de démontrer le rôle cardioprotecteur 
de SIRT1 dans la réponse au stress RE et d’identifier la voie de signalisation et la cible 
régulée par cette déacétylase. L’activation de SIRT1 apparait donc comme une stratégie 
thérapeutique envisageable pour le traitement des pathologies cardiaques associées au stress 
RE. 
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